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Zusammenfassung 
 
In dieser Arbeit wurden Organisationsfaktoren des Vimentin-Filamentsystems mit 
Hilfe eines „Y2H“-Systems isoliert und charakterisiert. Als „Fänger“-Protein sollte die 
α-helikale zentrale Rod-Domäne von Vimentin, die den größten Teil des Moleküls 
darstellt und die im wesentlichen die Filamentoberfläche bildet, verwendet werden. 
Wir konnten in vitro und in vivo die Interaktion mit einer Reihe von unterschiedlichen 
Proteinfaktoren, umgeschrieben aus einer HeLa cDNA-Bibliothek, mit dem IF-Protein 
Vimentin zeigen. Diese Proteinfaktoren waren bisher nicht als Interaktionspartner von 
Vimentin bekannt. Es handelt sich dabei nicht nur um cytoplasmatische sondern 
auch um kernständige Proteine. Die Beobachtung, dass auch kernständige Proteine 
mit Vimentin interagieren, lässt sich aus der Tatsache erklären, dass Vimentin-
filamente als Matrix für cytoplasmatische und während der Mitose auch für nukleäre 
Proteine dienen können und somit eine geordnete Aufteilung dieser Proteine auf die 
entstehenden Tochterzellen ermöglichen könnten. Nach sorgfältiger Analyse der 
isolierten Interaktionspartner wurde die Wechselwirkung und die biologische Funktion 
eines Interaktionspartners näher untersucht. Die Wahl fiel hierbei auf ein Chaperon 
aus der Hsp40-Proteinfamilie. Durch „GST-pull-down“-Experimente mit der Vimentin-
Rod-Domäne und Präzipitationsversuchen mit assemblierten Vimentinfilamenten 
konnte das Hsp40-Protein aus einem HeLa-Zell-Lysat isoliert werden und somit eine 
biochemische Interaktion zwischen beiden Proteinen nachgewiesen werden. Diese 
Interaktion wurde auch durch Ko-Immunlokalisation des GFP-markierten Hsp40-
Proteins mit Vimentin in verschiedenen Gewebekulturzellen bestätigt. Die Ko-
Lokalisation wurde weiterhin durch Immun-Elektronenmikroskopie abgesichert. 
Selbst nach differentieller Extraktion der Zellen mit 3 M NaCl verblieb noch ein 
beträchtlicher Teil der Hsp40-Proteine an den salzstabilen Vimentinfilamenten 
gebunden. Nach Colcemid-induzierter Umlagerung der Vimentinfilamente um den 
Zellkern der vergifteten Zellen, war auch in einigen Zellen eine Umverteilung der 
Hsp40-Proteine zu beobachten. Erstaunlicherweise wurde durch eine verminderte 
Hsp40-Synthese, verursacht durch ein RNAi-„kock-down“-Experiment, der Vimentin-
Gehalt der betroffenen Zellen sowie die Ausdehnung des Netzwerks stark 
beeinflusst.  
Diese Ergebnisse sprechen für eine physiologische Wechselwirkung von Vimentin 
mit den Hsp40-Proteinen. Eine organisatorische Funktion der Hsp40-Proteine beim 
Filamentzusammenbau oder dem Erhalt eines intakten Netzwerks ist durch diese 
Arbeit wahrscheinlich gemacht worden. Somit sollten bei der zukünftigen 
Erforschung der Cytoskelett-Organisation die Proteine der Hsp40-Familie ins 
Zentrum gerückt werden. 
 
Summary 
 
In order to characterize and isolate organizing factors of the vimentin filament system 
we performed a Y2H-screen with the α-helical rod-domain of vimentin as bait. This 
domain represents the major part of the filament surface. Within this study we were 
able to isolate several different interaction candidates from a HeLa-cDNA-library. 
None of these has been described as vimentin-binding partner before. They 
represent cytoplasmic as well as nuclear proteins. The potential functions of vimentin 
IFs during mitosis are completely elusive, but we assume that it interacts extensively 
with nuclear proteins after breakdown of the nuclear envelope. Therefore, we 
extended our attention also to the isolated nuclear factors. After analysing the 
interaction of the vimentin rod-domain with several of the isolated binding partners in 
vitro and in vivo, we examined the binding properties and the biological function of 
one specific protein, namely a chaperone of the Hsp40-protein family. In GST-pull-
down experiments employing a GST-vimentin rod-domain chimera and in 
precipitation experiments using in vitro assembled vimentin filaments with a HeLa-
cell extract, we demonstrated a biochemical interaction between vimentin and the 
Hsp40-protein. The interaction with immunolocalized vimentin filaments was also 
detected with GFP-tagged Hsp40-protein or by double immunofluorescence 
microscopy using specific antibodies against both proteins. Immunoelectron 
microscopic studies enabled us to substantiate this interaction at the ultrastructural 
level. Even after extraction of HeLa-cells with NaCl (0,2 - 3 M), we observed Hsp40-
proteins bound to salt-stable vimentin filaments through all stages of extraction. After 
treatment of HeLa-cells with colcemid, the concomitant reorganization of vimentin 
and Hsp40 was observed in some cells. Interestingly, down-regulation of the Hsp40-
protein by RNA-interference led to a reduced vimentin expression and an altered 
spreading of the filament network in affected cells.  
Together these experiments underscore a physiological interaction of vimentin with 
Hsp40 and reveal the possibility that Hsp40 functions as a chaperone both during the 
filament assembly process and the maintenance of the existing filament networks.  
In summary, our experiments identified and demonstrated the engagement of heat 
shock proteins in the organization of the vimentin intermediate filament system. 
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1 Einleitung 
 
1.1 Intermediärfilamente 
 
Die Struktur des Cytoplasmas tierischer Zellen wird durch das dynamische 
Zusammenspiel dreier Filamentsysteme bestimmt und zwar sind dies die 
Mikrotubulis (MTs), die Microfilamente (MFs) und die Intermediärfilamente (IFs) 
(Schliwa, 1986). MTs und MFs werden jeweils von globulären Untereinheiten, dem 
Tubulin und dem Aktin, aufgebaut. IFs hingegen werden aus fibrillären Proteinen 
zusammengesetzt. Alle drei sind für das dynamische Verhalten und die mechanische 
Stabilität der Zellarchitektur von zentraler Bedeutung. 
 
1.1.1 Vorkommen und Funktion 
 
IFs kommen bei höheren Tieren in fast jeder Zelle vor und werden gewebespezifisch 
exprimiert (Fuchs und Weber, 1994). Man findet sie aber auch in niederen 
Vertebraten und Invertebraten wie C. elegans oder Drosophila (Erber et al., 1999). 
Beim Mensch werden IFs von einer großen Genfamilie, bestehend aus 65 Genen, 
kodiert (Hesse et al., 2001). Ihre Expression wird in der embryonalen Entwicklung 
differentiell gesteuert. Verschiedene Gewebe und Zellen exprimieren zu 
verschiedenen Entwicklungsstadien unterschiedliche IF-Proteine in verschiedenen 
Mengen. Diese Tatsache macht die Forschung der IF-Proteine so komplex und 
vielseitig. 
IFs sind besonders gut in mechanisch belasteten Zellen wie Epithelzellen, entlang 
der Axone von Nervenzellen sowie in Muskelzellen ausgebildet. Die Hauptaufgabe 
der aus fibrillären, übereinanderlappenden Untereinheiten aufgebauten IFs besteht 
darin, mechanische Belastung abzufangen und gleichzeitig als flexibles 
intrazelluläres Gerüst das Cytoplasma zu strukturieren. Mit einem 
Filamentdurchmesser von ~11 nm liegen sie zwischen dem von MF (5-7 nm) und 
dem von MT (25 nm) (Ishikawa et al., 1968).  
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1.1.2 Sequenzhomologieklassen 
 
Die IF-Gene in Vertebraten werden in fünf verschiedene Klassen, entsprechend ihrer 
Sequenzhomologie eingeteilt (Herrmann et al., 2003 und Zitate darin). Die sauren 
Cytokeratine (CK9-20) bilden die Sequenzhomologieklasse I, die basischen CK1-8 
Klasse II. Diese Proteine sind cytoplasmatisch, werden in Epithelzellen exprimiert 
und bilden miteinander obligate Heteropolymere aus. Zu der 
Sequenzhomologieklasse III gehören Vimentin, Desmin, das „glial fibrillary acidic 
protein“ (GFAP), Nestin, Synemin und Peripherin. Vimentin kommt in Zellen vor, die 
vom Mesoderm abstammen, und zwar in Fibroblasten, Endothelzellen und weißen 
Blutzellen. Desmin und Synemin kommen hauptsächlich in Muskelzellen vor. GFAP 
wird in Gliazellen und Astrozyten, Peripherin in neuronalen Zellen exprimiert. Nestin 
hingegen wird in neuroepithelialen Stammzellen und in Muskelzellen exprimiert. 
Synemin und Nestin bilden Ko-Polymere mit Desmin oder Vimentin aus. Zu der 
Sequenzhomologieklasse IV gehören α-Internexin, Syncoilin und die Neurofilament- 
Proteine NF-L, NF-M und NF-H. Sie werden nur in Neuronen exprimiert. Das 
nukleäre Lamin A und dessen „Splice“-Variante Lamin C bilden zusammen mit Lamin 
B1 und B2 die Sequenzhomologieklasse V. Lamine sind nur im Zellkern zu finden. 
Lamin A und C wird nur in differenzierten, Lamin B1 und B2 in allen Zelltypen 
vorgefunden. Phakinin und Filnesin, die hauptsächlich in der Augenlinse exprimiert 
werden, werden als stark abgewandelte Vertreter, zur Klasse IV gezählt. 
 
1.1.3 Molekulare Architektur 
 
Die molekulare Architektur der IF-Proteine ist charakterisiert durch eine α-helikale 
zentrale Rod (=Stab)-Domäne, einen N-terminalen nicht-α-helikalen Kopfbereich 
sowie eine nicht-α-helikale C-terminale Schwanzdomäne (Herrmann und Aebi, 1998; 
Parry und Steinert, 1995 sowie Herrmann et al., 2003) (Abb. 1). 
 
 
 
 
Abb. 1: Schematische Darstellung der Domänenstruktur einer Dimereinheit cytoplasmatischer  
              Intermediärfilament-Proteine (Herrmann und Aebi, 1998, Review).
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Die nicht helikalen Regionen werden als „linker“ (L1, L12 und L2) bezeichnet. Durch 
diese „linker“ wird die Rod-Domäne in weitere Segmente untergliedert (1A, 1B, 2A 
und 2B). Die Kopf- sowie die Schwanz-Domäne sind in der Anzahl der Aminosäuren 
sowie in ihrer Sequenz sehr variabel. Der Kopfbereich ist für den IF-Zusammenbau, 
der Schwanzbereich für die Kontrolle der lateralen Assoziation wichtig. Die Rod-
Domäne vermittelt die Dimerisierung.  
 
1.1.4 Filamentbildung 
 
Durch das Heptadenmotiv, 42 Heptaden in einer langgestreckten α-Helix der Rod- 
Domäne, bilden zwei parallel verlaufende α-Helices ein Dimer mit 3 
linksgewundenen superhelikalen Umdrehungen, ein sogenanntes „coiled-coil“ aus. 
Dabei hängt die Dimerisierungsstärke von den hydrophoben Aminosäuren der 
Heptadenposition a und d ab, die Spezifität wird bestimmt durch die Reste in Position 
e und g (Abb. 5). Eine Unterbrechung diese Motivs im Segment 2B wird als „stutter“ 
bezeichnet (Abb.4). 
 
 
Abb. 2: Schematische Darstellung eines Querschnitts durch  
              ein paralleles „coiled-coil“ Dimer (Herrmann und 
             Aebi, 1998, Review).
 
 
Es heften sich im nächsten Stadium zwei Dimere antiparallel zu einem Tetramer 
zusammen. Dieses ist stabil in Puffern niedriger Ionenstärke und hohen pH-Werten. 
In weniger als einer Sekunde nach Zugabe von „Filamentpuffer“, d.h. Herstellung 
physiologischer Pufferbedingungen, lagern sich diese Tetramere lateral aneinander 
und bilden“unit-length-filaments“ (ULFs) von etwa 16 nm Durchmesser und 58 nm 
Länge. Nach weiteren Sekunden nähern sich diese ULFs longitudinal an und bilden 
segmentierte, unpolare und symmetrisch gebaute lange, unreife IFs. Die radiale 
Kompaktierung auf 11 nm erfolgt im letzten Schritt des Zusammenbaus nachdem die 
Filamente eine bestimmte Länge erreicht haben (Herrmann et al., 2003). 
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Abb. 3: 
Schematische 
Darstellung des 
Filamentbildungs-
prozesses.  
(Herrmann und Aebi, 
1998, Review). 
 
 
 
 
 
1.1.5 IF- assoziierte Proteine (IFAPs) 
 
Die Oberfläche, die von den IFs im Cytoplasma einer Zelle ausgebildet wird, ist 
dreimal größer als die Oberfläche all ihrer Membranen. Dies bedeutet, dass sie eine 
große Oberfläche zur Verfügung stellen, an die die verschiedensten Proteine oder 
Proteinkomplexe binden können. Zu den bereits bekannten IFAPs gehören 
Familienmitglieder der Plakine, wie Desmoplakin und Plectin. Desmoplakin verankert 
Vimentin an Plaquestrukturen der Plasmamembran, den sogenannten Desmosomen, 
und dies ermöglicht es, eine interzelluläre Kraft und Stabilität im gesamten Gewebe 
aufzubauen. Plectin vermittelt eine Interaktion von IF mit MT. Es wurde ebenfalls 
beschrieben, dass Kinesin und auch Nestin eine Interaktion von IF mit MT vermittelt. 
Polycystin, als integrales Membranprotein hingegen vermittelt eine Verbindung zur 
Plasmamembran (Herrmann et al., 2003 und Zitate darin). Darüber hinaus ist 
beschrieben worden, dass „Heat-shock“ Proteine wie das Hsp27 mit Keratin und 
Vimentinfilamenten interagieren (Perng et al., 1999).  
 
Hitzeschock-Proteine 
Alle lebenden Organismen, das heißt Archae- und Eubakterien, Hefen, Pflanzen, 
Invertebraten und Vertebraten, reagieren auf unnatürliche Bedingungen, wie erhöhte 
Temperatur, mit der Synthese bestimmter Proteine, den sogenannten Hitzeschock-
Proteinen (HSPs) (Schlesinger 1982, Lindquist 1986). Stress-Situationen können 
vielfältiger Natur sein, wie z.B. hohe Konzentrationen an Schwermetallen, 
Oxidantien, Ethanol, Aminosäure-Analoga, toxische Chemikalien oder bakterielle- 
und virale Infektionen. Auch Fieber, Entzündungen, Gewebsverletzungen oder Alter 
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führen zur Aktivierung dieser HSPs, die aus diesem Grund auch als Stress-Proteine 
bezeichnet werden. Dieser zelluläre Aktivierungsvorgang wird „stress-response“ 
(Stress-Antwort) genannt (Morimoto, 1998). 
 
Stress-Antwort 
Die Synthese von HSPs wird durch „trans-aktive“ Transkriptionsfaktoren, die 
Hitzeschockfaktoren (HSFs), und durch spezifische DNA-Sequenzbereiche in der 
Promotorregion der HSP-Gene, die Hitzeschockelemente (HSE), reguliert. In 
ungestressten Zellen liegen die HSFs im Cytoplasma und im Zellkern als monomere 
Untereinheiten vor und haben keine DNA-Bindeaktivität. Durch das Auftreten einer 
Stress-Situation bilden sich aus den monomeren Untereinheiten Trimere-Komplexe 
die sodann im Zellkern akkumuliern. Diese zellulären Vorgänge laufen innerhalb 
weniger Minuten ab. Im Zellkern binden die Trimeren-Komplexe an die HSEs und 
werden daraufhin phosphoryliert. Die Aktivierung der Stress-Gene führt in der Folge 
zu einer erhöhten Syntheserate von HSPs. Bis zur maximalen Ausschüttung von 
HSPs können mehrere Stunden vergehen. In Säugerzellen kommen vier HSF-
Proteine (HSF1- HSF4) vor. 
Zur Reprimierung der „Stress-Antwort“ binden verschiedene HSPs wie Hsp70 und 
Hsp40 direkt an die HSFs. Somit wirken sie selbst als negative Regulatoren. Die 
Trimeren-Komplexe zerfallen durch die Bindung eines HSF-bindenden-Proteins 
(HSBP1) in inaktive Monomere und werden dadurch negativ reguliert (Morimoto, 
1998).  
 
Hitzeschock-Proteinfamilien 
Die HSPs werden entsprechend ihres Molekulargewichts und ihrer 
Sequenzhomologie in verschiedene Hauptgruppen eingeteilt: Hsp100, Hsp90, 
Hsp60, Hsp40 und die kleinen Hsps (sHsps) (Fink, 1999). Innerhalb jeder Familie 
gibt es Mitglieder, die entweder konstitutiv exprimiert werden, deren Expression erst 
durch eine Stress-Situation induziert wird oder solche, die nur in bestimmten 
Zellkompartimenten vorkommen (Jolly und Morimoto, 2000). 
 
Physiologische Funktion der Stress-Proteine 
Die HSPs werden auch als molekulare Chaperone bezeichnet. Dabei handelt es sich 
um Proteine, die einen korrekten nicht-kovalenten Zusammenbau von Polypeptiden 
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vermitteln, selbst aber kein Bestandteil dieses Komplexes darstellen (Definition nach 
Ellis J., 1987). 
Einige HSPs werden konstitutiv auch in ungestressten Zellen exprimiert. Sie helfen 
bei der Faltung neuer Proteine, die am Ribosom und in Mitochondrien synthetisiert 
werden. Sie wirken mit bei Sekretionsvorgängen, bei der korrekten intrazellulären 
Lokalisation sowie der Degradation von Proteinen. Alle HSPs werden als Reaktion 
auf Stress-Einflüsse verstärkt exprimiert. In Stress-Situationen ist es ihre Aufgabe 
Proteine, die in Folge eines solchen Ereignisses eine Veränderung ihrer Tertiär- und 
Quartiärstruktur erfahren haben, zu binden. Bei diesen „veränderten“ Proteinen sind 
häufig hydrophobe Regionen in der Aminosäureabfolge, die im Normalfall im Innern 
des Polypeptids verborgen sind, nach außen gekehrt. Um nun zu verhindern, dass 
diese interaktiven Oberflächen unkontrollierte Wechselwirkungen mit anderen 
Proteinen eingehen und Aggregate gebildet werden, binden HSPs daran (Fink, 
1999). 
 
1.1.6 Das IF-Protein Vimentin 
 
Das Vimentin-Protein ist das Intermediärfilament-Protein in Zellen mesenchymalen 
Ursprungs. In adulten Mäusen ist es in Endothelzellen, Fibroblasten und in Zellen 
von hämatopoetischer Abstammung zu finden.  
 
Topogenese von Vimentin und einigen seiner Mutationsfomen 
Zur Untersuchung von Vimentin-Organisationszentren wurde Vimentin des 
afrikanischen Krallenfrosches Xenopus leavis in vimentin-freien Rindereptihelzellen 
exprimiert. Dieses Protein wurde in Akkumulationspunkte im Cytoplasma abgelagert 
(Abb. 7 A). Aus in vitro Filamentbildungsexperimenten war bereits bekannt, dass die 
optimale Temperatur für die Filamentbildung dieses Amphibien-Proteins bei 28°C 
lag. Erst nach Erniedrigung der Inkubationstemperatur konnte ein komplexes 
Filamentnetzwerk beobachtet werden (Abb. 4 B) (Herrmann et al., 1993). 
 
 
 
 
 
 
 
 Einleitung 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BA 
Abb. 4:  
Rinderepithelzellen transient 
transfiziert mit Xl-Vimentin.  
(A) bei 37°C.  
(B) bei 28°C. 
 
 
Die Schwanzdomäne von Vimentin vermittelt den Kontakt zwischen Vimentin-
filamenten und anderen cytoplasmatischen Komponenten. Sie wurde häufig im 
Zusammenhang mit der Interaktion zu „Aggresomen“ erwähnt (Kopito und Sitia, 
2000).  
 
Vimentin ist ein cytoplasmatisches Protein. Die transfizierte Rod-Domäne allerdings 
lokalisierte im Zellkern von Rinderepithelzellen. Aufgrund eines „diskontinuierlichen 
Kernlokalisationssignals“ wurde sie nach der Expression im Cytoplasma in den Kern 
transportiert und dort in Akkumulationspunkte abgelagert (Rogers et al., 1995).  
 
X. laevis- Vimentin, welches mit einem Kernlokalisationssignal (NLS) modifiziert 
wurde, wurde ebenfalls im Zellkern in sog. „artificial nuclear bodies“ (ANBs) 
abgelagert (Abb. 5 A und B). Es gelang, in verschiedenen Zell-Linien dieses Protein 
stabil zu exprimierten, ohne dass die Expression einen Einfluss auf Zellmorphologie 
oder Wachstumseigenschaften der Zellen hatte (Herrmann et al., 1993). Nach 
Erniedrigung der Inkubationstemperatur wuchsen aus diesen ANBs kabel-ähnliche 
Strukturen aus, die sich auf ganz bestimmten Wegen durch das Kerninnere 
ausbreiteten (Pfeil in Abb. 5 C und D). Dabei zeigten die Filamente eine völlig andere 
Anordnung als sie im Cytoplasma beobachtet worden war. Offensichtlich verhindern 
die Chromosomen eine ungehinderte Ausbreitung der Filamente und lassen nur eine 
gerichtetes Auswachsen in dem sogenannten „interchromosomalen Domänen 
Kompartiment“ (ICD) zu (Herrmann et al., 1993; Bridger et al., 1998; Herrmann und 
Lichter 1999). 
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Abb. 5: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung (A und C) sowie differentielle 
Interferrenz-Konstrastaufnahme (B und D) von SW13- Zellen transient transfiziert mit 
Xl-NLS-Vimentin. Inkubationstemperatur bei 37°C (A und B) oder 28°C (C und D). 
Eichbalken 10 µm.  
 
Strukturelle Veränderungen von Vimentin während der Mitose 
Die strukturelle Veränderungen von Vimentin während der Mitose scheint zelltypisch 
und innerhalb der IF-Klassen unterschiedlich zu sein (Chou et al., 1996). In BHK-21-
Zellen z.B. wird das IF-Netzwerk, welches hauptsächlich aus Vimentin und Desmin 
besteht, in der späten Prophase der Mitose in nicht-filamentöse granuläre Partikel 
überführt (Rosevear et al., 1990). Dieser Vorgang wird vermittelt durch 
Phosphorylierung. Proteinkinasen, wie „M-phase promoting factor“ (MPF) oder p37-
Kinase phosphorylieren Vimentin an Ser-55 bzw. an Thr-457und Thr-458 (Chou et 
al., 1996). In HeLa-Zellen, CHO-, PLC- und SW13-Zellen bleibt das 
Vimentinnetzwerk allerdings intakt und bildet eine käfigartige Struktur um den 
Spindelapparat und die Chromosomen (Chou et al., 2003 sowie eigene 
Beobachtungen, Abb. 6). 
 
In vivo Aufbau des Vimentin-Cytoskeletts 
Die in vitro Vimentin-Filamentbildung ist bereits gut charakterisiert worden (Herrmann 
und Aebi, 2004). Über den Prozess der Ausbildung eines intakten Vimentin-
Netzwerks in vivo ist jedoch noch recht wenig bekannt. Und zwar ist noch nicht 
geklärt wie die Filamentausbildung in der Zelle organisiert wird und wie neu 
synthetisierte Filamente in das bereits existierende Cytoskelett integriert werden. 
Erste Versuche hierzu wurden 1998 von Prahlad und Kollegen beschrieben. Sie 
kamen zu dem Ergebnis, dass für die Ausbildung und den Erhalt eines Vimentin-
Netzwerks das Mikrotubuli (MT)- System mit seinen MT-assozierten Proteinen 
(MAPs), wie Kinesin, notwendig sind (Prahlad et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass 
neu synthetisierte GFP-markierte Vimentin-Proteine mit Hilfe von Kinesin entlang von 
MT zur Zellperipherie transportiert und dort zu kurzen Fibrillen zusammengebaut  
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Abb. 6: Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von Vimentinfilamenten in der Mitose 
(A, D und G) bei verschiedenen Gewebekulturzellen.  
Die DNA wurde jeweils mit Hoechst 33342 sichtbar gemacht (B, E und H). Die Übereinander-
lagerung der entsprechenden Bilder ist in (C), (F) und (I) zu sehen. Eichbalken 10 µm. 
 
wurden. Durch Mikroinjektion von Kinesin-Antikörpern konnte der Zusammenbau 
eines ausgedehnten Vimentin-Netzwerks verhindert werden. 
Interaktionen zwischen MT- und Vimentinfilamenten, vermittelt durch Plectin, wurden 
ebenfalls bereits durch licht- und elektronenmikroskopische Studien beschrieben 
(Svitkina et al., 1996). Außerdem wurde durch Zugabe von MT-depolymerisierendem 
Gift auch das intakte Vimentinfilament-Netzwerk in den behandelten Zellen 
beeinflusst, und zwar wird es in Folge des MT-Zerfalls in perinukläre Bündel 
umgelagert (Ishikawa et al., 1968; Goldman, 1971). Somit wurde eine Beteiligung 
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von MT und Motorpoteinen wie Kinesin an der Organisation von IF-Netzwerken 
wahrscheinlich gemacht. 
Chaperone wurden ebenfalls als Interaktionspartner von IF-Proteinen beschrieben. 
Das α-B-Crystallin, ein HSPs aus der Familie der „kleinen HSPs“, scheint an der 
korrekten Desmin-Filamentausbildung beteiligt zu sein (Nicholl und Quinlan, 1994). 
Tritt eine Mutation in diesem „kleinen HSP“ auf kann es dazuführen, dass das 
cytoplasmatische IF-Desmin-Netzwerk aggregiert und es dadurch zur Ausbildung 
einer sogenannten „Desmin-related myopathy“ (DRM) kommt (Vicart et al., 1998). 
Diese Muskelerkrankung ist charakterisiert durch Schwächung der 
Skelettmuskulatur, Herzfehler und Arrhythmien sowie intracytoplasmatische Desmin-
Akkumulationen in Herz- und Muskelzellen. Ein Drittel dieser DRM-Erkrankung wird 
jedoch durch Mutationen im Desmin-Gen verursacht (Ferreiro et al., 2004). 
Ebenso wurde die Interaktion von Hsp27 mit weiteren IF-Proteinen erwähnt (Perng et 
al., 1999). Somit kann auch den HSPs eine organisierende Funktion bei der 
Ausbildung intakter IF-Netzwerke zugesprochen werden. 
Darüber hinaus ist noch nicht bekannt, ob es im Cytoplasma sogenannte Vimentin-
Organisationszentren, ähnlich den „Mikrotubuli-organisierenden Zentren“ (MTOCs) 
gibt, von denen aus neue Filamente gebildet werden. Hierzu wurden von Herrmann 
und Kollegen 1993 Transfektionsexperimente mit X. leavis Vimentin in vimentin-
freien Rinderepithelzellen durchgeführt (Herrmann et al., 1993). Sie kamen zu dem 
Schluss, dass die kontrollierte Umorganisation des transfizierten Vimentins aus 
granulären Aggregaten zu einem komplexen cytoplasmatischen Netzwerk 
wahrscheinlich in Organisationszentren stattfindet (Abb. 4). Des weiteren legten 
diese Versuche nahe, dass in der Zelle Proteinfaktoren existieren, die diese 
kontrollierte Umorganisation ermöglichen. Diese Proteinfaktoren sind nach wie vor 
unbekannt. 
Nach Transfektion von einem durch ein Kernlokalisationssignal modifizierten X. 
leavis Vimentin und der Lokalisation im Zellkern, erfuhr auch dieses Protein eine 
Umorganisation (Abb. 5). Diese kontrollierte Umstrukturierung im Zellkern musste 
ebenfalls durch noch unbekannte Proteinfaktoren vermittelt werden. 
Wie schon zuvor erwähnt, wird das Vimentin-Netzwerk in der Mitose verschiedener 
Zelltypen durch Phosphorylierung aufgelöst (z.B. in BHK21- und MDBK-Zellen), in 
anderen bleibt es dagegen als filamentöses Netzwerk erhalten. In den mitotisch-
abgerundeten Zellen, die sich vom Schalenboden abgelöst haben, ist es in Form 
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einer käfigartigen Struktur zu beobachten, die den Spindelapparat und die 
Chromosomen umschließt (Abb. 6). Ungeklärt ist, in wie weit das Abrunden der 
Zellen bei der Umlagerung des Netzwerks beteiligt ist und welche Proteinfaktoren 
dabei mitwirken.  
Um nun diese organisierenden Proteinfaktoren unabhängig vom Zell-Zyklus-Status 
einer Zelle zu identifizieren, können verschiedenste Techniken angewendet werden. 
Hierzu gehören neben physikalischen Methoden wie Affinitätschromatographien, Ko-
Immunpräzipitationen, „Blot-Overlay“-Versuche und „Cross-linking“-Experimente 
auch Methoden, bei denen in Gen-Expressions-Bibliotheken nach Bindungspartnern 
gesucht wird. Zu diesen Methoden gehört neben dem „Phage-Display“ auch das 
„Y2H“-System. Mit Hilfe von mikroskopischen Methoden wie „Fluorescence 
Resonance Energy Transfer“ (FRET) oder „Fluorescence loss in photobleaching“ 
(FLIP) können Interaktionen von Proteinen im lichtmikroskopisch detektierbaren 
Bereich am Laser-Scanning-Mikroskop untersucht werden.  
Da es sich bei dem „Y2H“-System um eine bereits gut etablierte Methode handelt, 
mit der schon zahlreiche wichtige Interaktionen identifiziert werden konnten, bietet es 
sich an, dieses System für die Identifikation von orangisierenden Proteinfaktoren des 
Vimentin-Filamentsystems zu verwenden. Ein weiterer Vorteil des „Y2H“-Systems 
besteht darin, dass die Proteininteraktionen in einer eukaryontischen Zelle untersucht 
werden, in der sich die Proteine in vivo und somit in ihrer nativen Konformation 
befinden.  
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1.2 Das „Yeast-two-hybrid“-System 
 
1.2.1 Das Prinzip des “Yeast-two-hybrid”-Systems 
 
Zur Durchführung eines „Yeast-two-Hybrid“(Y2H)-Systems wird ein Fängerprotein 
(„bait“-Protein) mit einer GAL4-DNA-bindenden-Domäne (DNA-BD) fusioniert. Der 
Interaktionspartner muss ebenfalls als Fusionsprotein, allerdings mit einer GAL4-
Aktivierungsdomäne (AD), vorliegen (Fields und Song, 1989; Chien et al. 1991). 
Interagieren beide Proteine miteinander, kommen GAL4-DNA-BD und GAL4-AD in  
räumliche Nähe und aktivieren die Transkription von vier Reportergenen. Das Prinzip 
des Systems ist in Abb. 7 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
Interagierende Proteine aktivieren vier Reportergene Nicht-interagierende Proteine 
Abb. 7: Das Prinzip des „Y2H“-Systems (Matchmaker Handbuch). 
 
1.2.2 Die Sensitivität des in vivo Versuchs 
 
Das „Y2H“-System ist eine sensitive Methode um schwache oder vorübergehende 
Wechselwirkungen zu ermitteln, welche biochemisch nicht nachzuweisen, aber für 
biologische Prozesse wichtig sind. Die Sensitivität kann durch eine hohe 
Amplifikation des positiven Signals in vivo erreicht werden. Darüber hinaus wird die 
Proteininteraktion in einem lebenden Organismus untersucht, wodurch die native 
Proteinkonformation der zu untersuchenden Faktoren gegeben und eine tatsächliche 
Interaktion wahrscheinlicher ist. Mit diesem System lassen sich auch spezifische, für 
eine Interaktion notwendigen Aminosäuren, definieren und die Stärke einer 
gegebenen Interaktion bestimmen.  
 
 
 
 
 
 Einleitung 13 
 
1.2.3 Die Verwendung einer vortransformierten „Matchmaker“- 
              Bibliothek 
 
Im „Matchmaker“3-System wird der Saccharomyces cerevisiae Hefestamm AH109, 
der das Fängerprotein exprimiert („bait“-Stamm), mit dem Hefestamm Y187 verpaart, 
in den zuvor eine „Matchmaker“-cDNA-Bibliothek transformiert wurde. 
Der Gebrauch einer solchen vortransformierten Bibilothek erspart Zeit und 
gewährleistet eine unkomplizierte Durchführung. Allerdings ist nur eine begrenzte 
Auswahl an vortransformierten cDNA-Bibliotheken zu erwerben, so dass spezielle 
Fragestellungen nicht immer zu beantworten sind. Eine Übersicht über die 
Verwendung dieser vortransformierten „Matchmaker“-Bibliothek ist in Abb. 8 zu 
sehen. 
 
Weitere Selektion der Kolonien  
auf SD/-Ade-His-Leu-Trp-Platten. 
Selektion nach starker
Stringenz auf SD/-Ade-His-
Leu-Trp-Platten.  
Kolonien, die den ADE2- und  
den HIS3-Reporter aktivierten  
Selektion nach schwacher Stringenz auf 
SD/-Leu-Trp-His-Platten.  
Kolonien, die nur den HIS3-Reporter
aktivierten (nach 3-8 Tagen). 
Mischen beider Hefestämme und 
Übernachtinkubation in 2x 
YPDA/Kan. 
im MATα Stamm Y187 im MATa Stamm
Vortransformierte „Matchmaker“-
Bibliothek 
Hergestelltes „bait“-
Konstrukt   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 8: Verwendung einer vortransformierten „Matchmaker“-Bibliothek (Matchmaker  
             Handbuch). 
 
Um die vortransformierte Bibliothek zu durchsuchen, musste nur der „bait“-Stamm 
mit dem vortransformierten Y187-Hefestamm verpaart werden und der 
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Verpaarungsansatz auf geeigneten Selektionsnährmedienplatten ausgestrichen 
werden (Abb. 8). 
 
1.2.4 Die Verwendung von vier Reportergenen 
 
Nach der Verpaarung besitzen die diploiden Nachkommen vier Reportergene: HIS3, 
ADE2, MEL1 und LacZ, die unter der Kontrolle von verschiedenen „upstream 
activating sequences“ (UAS) und „TATA“-Boxen stehen. Diese müssen unabhängig 
voneinander aktiviert werden, um ein Überleben unter Selektion zu ermöglichen. 
 
UAS und „TATA“-Boxen sind die beiden wesentlichen Einheiten eines Hefe- 
Promotors 
 
Die Initiation der Gen-Transkription in Hefe wird von mehreren zusammenwirkenden 
Faktoren bestimmt. Allen Strukturgenen vorgelagert befindet sich eine mehr oder 
weniger konservierte Sequenz, die sogenannte „TATA“-Box, welche den Startpunkt 
der Transkription definiert. Viele Gene besitzen darüber hinaus noch sogenannte 
„cis-acting“- Elemente, DNA-Sequenzen, an denen Transkriptionsfaktoren und 
andere „trans-acting“ regulatorische Proteine binden, und so die Transkription 
kontrollieren können. Der Begriff Promotor wird üblicherweise für beide Einheiten, 
also „TATA“-Box und ihre „cis-regulatorischen“ Elemente verwendet. Diese 
Terminologie ist vor allem üblich, wenn von Hefe Gen-Regulation gesprochen wird, 
weil hier die „cis-regulatorischen“ Elemente relativ nahe der „TATA“-Box liegen. Im 
Gegensatz zu multizellulären Eukaryoten, bei denen die „cis-regulatorischen“ 
Elemente (wie z.B. „enhancer“) sehr weit entfernt vom Promotor liegen können, den 
sie kontrollieren. Um Verwirrungen zu vermeiden, wird im allgemeinen die „TATA“-
Box ohne ihre „cis-regulatorischen“ Elemente als Minimalpromotor bezeichnet. 
Dieser Minimalpromoter befindet sich in der Hefe typischerweise etwa 25 bp 
stromaufwärts der Transkriptionsstartstelle. Darüber hinaus besitzen einige Gene der 
Hefe gleich mehrere „TATA“-Boxen. Wie das HIS3-Gen, das zwei „TATA“-Boxen 
besitzt. Hefe „TATA“-Boxen können im Genom an neue Stellen, nahe an andere „cis-
regulatorische“ Elemente verschoben werden und behalten dennoch ihre 
transkriptionellen Aktivität bei.  
Ein Typ dieser „cis-regulatorischen“ Elemente der Hefe sind die sogenannten 
„upstream activating sequences“ (UAS), die von spezifischen transkriptionellen 
Aktivatoren erkannt werden und so die Transkription von stromabwärts liegenden 
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„TATA“-Boxen verstärken können. Diese verstärkende Funktion der Hefe-UAS ist 
generell unabhängig von der Orientierung, solange sie sich nicht mehrere hundert bp 
von der „TATA“-Box entfernt befinden. 
 
UAS und „TATA“-Boxen können zu neuen Promotoren verschaltet werden 
 
Die modularen Eigenschaften der Hefe „TATA“-Boxen und UAS haben letztlich das 
„Y2H“-System ermöglicht. In den meisten Fällen sind die lacZ-, HIS3- und ADE2- 
Reportergene unter der Kontrolle von künstlichen Promotorkonstrukten, die aus einer 
„TATA“- und einer UAS- (oder "Operator") Sequenz eines anderen Gens bestehen. 
Im auf GAL4 basierenden System, welches im Folgenden benutzt wurde, dient 
entweder eine native GAL_UAS oder eine synthetische UASG17-mer Konsensus-
Sequenz zur Bindung der GAL4-DNA-bindenden Domäne (DNA-BD). 
 
Reportergene unter der Kontrolle von GAL4-kontrollierten Elementen 
 
Zwei Gene, die für den Galaktose-Metabolismus in der Hefe benötigt werden, werden 
von zwei regulatorischen Proteinen, dem GAL4- und dem GAL80-Protein sowie der 
Kohlenstoffquelle im Medium kontrolliert. Bei Anwesenheit von Galaktose bindet das 
GAL4-Protein an die GAL4-responsiven Elemente innerhalb der UAS, stromaufwärts 
der verschiedenen Gene, welche am Galaktose-Metabolismus beteiligt sind, und 
aktivieren so die Transkription. In der Abwesenheit von Galaktose bindet das GAL80-
Protein an das GAL4-Protein und unterbindet so die Transkription. Bei Anwesenheit 
von Glukose wird die Transkription der Galaktose-Gene sofort reprimiert.  
Die kontrollierte Regulation der GAL-UAS durch das GAL4-Protein ist der Schlüssel 
zum „Y2H“-System. Es wurden Hefestämme erzeugt, die Deletionen in ihren gal4-
und gal80-Genen tragen, damit die endogenen nicht mit den ektopisch exprimierten 
GAL4-Proteinen, die von den Vektoren kodiert werden, im Galaktose-Metabolismus 
interferieren. In diesen Stämmen konnte keine signifikante Reprimierung der Glukose 
beobachtet werden und es konnte auch keine Induktion beobachtet werden, die nicht 
von einer „Y2H“-Interaktion herrührte (aus „Yeast protocols handbook“, Clontech). 
 
Reportergene im Hefestamm AH109 und Y187 
 
Der AH109 Hefestamm besitzt drei Reportergene: HIS3, ADE2, MEL1 bzw. lacZ, die 
von drei unterschiedlichen GAL4-UAS und Promotorelementen reguliert werden 
(Abb. 3). Wird das HIS3-Reportergen aktiviert, kann die Hefezelle auf 
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Minimalmedium ohne die Aminosäure Histidin überleben. Die Aktivierung von ADE2 
bewirkt ein Wachstum auf Minimalmedium ohne Adenin. Das lacZ-Reportergen 
kodiert eine β-Galaktosidase und MEL1 eine α-Galaktosidase, welche die Hydrolyse 
von X-Gal ermöglichen. Dadurch entsteht ein blaues Präzipitat, welches die „lacZ-
positiven“ Hefeklone färbt. In einer diploiden Hefezelle, nach erfolgter Verpaarung, 
müssen dann vier Reportergene mit unterschiedlichen GAL4-UAS aktiviert werden 
(Abb. 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ab
    
 
Du
Pr
re
fla
Tr
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 AH109 (Verpaarungspartner) Y187 (Bibliotheken-Stamm) Konstrukte 
GAL1 TATA 
MEL1 UAS MEL1 TATA 
MEL1 TATA 
MEL1 TATA 
GAL2 TATA 
GAL1 TATA 
MEL1 UAS 
MEL1 UAS 
GAL2 UAS 
GAL1 UAS 
GAL1 UAS 
LacZ 
MEL1 
MEL1 
LacZ 
ADE2 
HIS3 
b. 9: Übersicht über die unterschiedlichen GAL4-UAS und Promotorelementen im 
         Hefestamm AH109 und Y187 (Matchmaker Handbuch). 
rch die Verwendung verschiedener heterologer GAL4-UAS und 
omotorelementen kann die Anzahl an „falsch-positiver“ Interaktionspartner 
duziert werden. Denn es werden die eliminiert, die mit den GAL4-Bindungsstellen 
nkierenden Sequenzen direkt interagieren und die, welche an 
anskriptionsfaktoren binden, die wiederum an „TATA“-Boxen binden.  
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1.3 Zielsetzung der Arbeit 
 
In dieser Arbeit sollten Interaktionspartner des IF-Proteins Vimentin isoliert und 
charakterisiert werden. Da bereits bekannt war, dass Vimentinfilamente mit 
verschiedenen Strukturen im Cytoplasma interagieren, dass sie für den Strukturerhalt 
der Zelle notwendig sind und sowohl in der Interphase als auch in der Mitose eine 
spezifische topologische Organisation erfahren, konnten wir davon ausgehen, dass 
sie mit einer Vielzahl von Proteinen, die bis zum jetzigen Zeitpunkt noch unbekannt 
sind, interagieren. Solche spezifischen Interaktionspartner sollten mit Hilfe eines 
„Y2H“-Systems und Vimentin als „Fängerprotein“ isoliert werden.  
Mit der Vimentin-Rod-Domäne als einem großen, aber nicht filamentbildenden Teil 
des Moleküls sollte eine HeLa cDNA-Bibliothek durchsucht werden. Die Bedeutung 
der Wechselwirkung der Vimentin-Rod-Domäne mit den erhaltenen Klonen für die 
Physiologie verschiedener Zellarten sollte mit Hilfe einer Reihe von in vitro und in 
vivo Experimenten überprüft werden. Und zwar sollten sowohl molekularbiologische 
Analysen, die Überprüfung der Interaktionen im Hefeorganismus sowie biochemische 
Experimente zur Detektion der direkten Protein-Protein Wechselwirkung 
herangezogen werden. Anschließend sollten zur Untersuchung der zellulären 
Lokalisation Fusionsproteine, bestehend aus GFP und den kompletten Proteinen, 
deren cDNA aus der HeLa-Bibliothek erhalten worden war, hergestellt und damit 
Transfektionsexprimente in verschiedenen humanen Zell-Linien durchgeführt 
werden. Die hinsichtlich höchster Strukturerhaltung angefertigten Zell-Präparate 
sollten mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops analysiert werden, um 
klare Aussagen über eine Ko-Lokalisation machen zu können. Dadurch sollte die 
Zahl der erhaltenen Interaktionspartner eingegrenzt werden, um sinnvolle und 
vielversprechenden Proteininteraktionspartner näher zu charakterisieren. 
Insbesondere sollte geklärt werden, in welchem zellphysiologischen Zusammenhang 
die jeweilige Wechselwirkung von Bedeutung ist. 
Abschließend sollten die biologischen Funktionen dieser Wechselwirkungen durch 
„knock-down“ Experimente der gefundenen Interaktionspartner basierend auf „RNA 
interference“ untersucht werden, um somit neue Einblicke und Erkenntnisse in die 
Organisation und Ausbildung von IF-Protein-Netzwerken gewinnen zu können.  
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2 Abkürzungen 
 
Abkürzung 
 
Bedeutung 
A Adenin 
Abb. Abbildung 
ADP Adenosin-Diphosphat 
AK Antikörper 
APS Ammoniumperoxidsulfat 
As Aminosäure 
ATP Adenosin-Triphosphat 
bp Basenpaar 
BSA engl. Rinderserumalbumin 
bzw. beziehungsweise 
C Cytidin 
ECFP enhanced Cyan Fluorescent Protein 
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäue 
C-terminal carboxyterminal 
dd H2O doppelt destilliertes Wasser 
DAPI 4’,6-Diamidin-2’-Phenylindol-Dihydrochlorid 
DMEM Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNase Desoxyribonuklease 
ds DNA doppeltständige Desoxyribonukleinsäure 
dNTP 2’-Desoxyribonukleosid-5’-Triphosphat 
DO “dropout supplement” 
DTT Dithiothreitol 
E. coli Escherichia coli 
ECL engl. verstärkte Chemilumineszenz 
EDTA Ethylendiaminotetraacetat- als Natriumsalz 
EGFP enhanced Green Fluorescent Protein 
EGTA Titriplex® 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
Etbr Ethidiumbromid 
FA Formaldehyd 
FKS fötales Kälberserum 
G Guanin 
gp Guinea pig 
HEPES N-[2-Hydroxyethyl]Piperazin-N’-[Ethanschwefelsäure] 
HRP engl. Meerrettich-Peroxidase 
hum human 
ICD Interchromosomales Domänenkompartiment 
IF Intermediärfilament 
IMF Immunfluoreszenz 
IP Immunpräzipitation 
IPTG Lactose-Analog: isopropyl®-thiogalactosid 
Ko-IMF-Färbung Ko-Immunfluoreszenz-Färbung 
LB “Luria Broth”, Vollmedium für Bakterien 
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Li/Ac Lithium Acetat 
LSM Laser Scanning Mikroskop 
MeAc-Fixierung Methanol-Aceton Fixierung 
mRNA Boten-Ribonukleinsäure 
MOPS Morpholinopropan Sulfonsäure 
NLS Kernlokalisationssignal 
N-terminal aminoterminal 
NP-40 Nonidet®P40 Substitut 
OD optische Dichte 
Oligo Oligonukleotide 
PB Probenpuffer 
PBS „Phosphate buffered saline“, Puffer 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PEG Polyethylen-Glykol 
Pen/Strep Penicillin/Streptomycin-Gemisch 
PFA Paraformaldehyd 
pfu Archaebakterium Pyrococcus furiosus 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PNK Polynukleotidkinase 
rabb. rabbit 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
RT Raumtemperatur 
RZPD Deutschen Ressourcen Zentrum für Genomforschung, Berlin 
SAP „Shrimp“ Alkalische Phosphatase 
SD-Medium synthetisches “droupout” Minimalmedium für Hefen 
SD/-3er = SD/-LTH Minimalmedium für Hefen ohne Leucin, Thrytophan und Histidin 
SD/-4er = SD/-AHLT Minimalmedium für Hefen ohne Adenin, Leucin, Thrytophan und Histidin 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Sc Subklon 
sog. sogenannt 
ss DNA einzelsträngige Desoxynukleinsäure 
T Thymidin 
Tab. Tabelle 
TB Medium „Terrific broth“, Vollmedium für Bakterien 
TBE Tris/Borat/EDTA, Laufpuffer für Agarosegelelektrophorese 
TEMED N,N,N,N’-Tetramethylethylendiamin 
Tris N,N,N,-Tris[hydroxymethyl]aminomethan 
t-RNA Transfer-Ribonukleinsäure 
ÜB Überstand 
UTR untranslatierte Region 
Vergr. Vergrösserung 
Vim Vimentin 
wt Wildtyp 
X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranosid 
XL Xenopus laevis 
YPDA Vollmedium für Hefen mit Adenin angereichert 
z.B. zum Beispiel 
∅ Durchmesser 
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Einheiten 
 
Abkürzung 
 
Einheit 
°C Grad Celsius 
Ci Curie 
g, mg, µg Gramm, Milligramm, Mikrogramm 
h, min, sec Stunde, Minute, Sekunde 
bp Basenpaar 
kb Kilobase 
Da Dalton 
kDa Kilodalton 
l, ml, µl Liter, Milliliter, Mikroliter 
M Molar 
m, cm, mm, µm, nm Meter, Zentimeter, Millimeter, Mikrometer, Nanometer 
mA Milliampere 
mol, mmol, µmol, nmol Mol, Millimol, Mikromol, Nanomol 
MW Molekulargewicht 
U Enzymeinheit, Einheit der Enzymaktivität 
UpM Umdrehung pro Minute 
V Volt 
 
Ein-und Dreibuchstabenkode der proteinogenen Amionsäuren 
 
Alanin Ala A 
Arginin Arg R 
Asparagin Asn N 
Asparaginsäure Asp D 
Cystein Cys C 
Glutamin Gln Q 
Glutaminsäure Glu E 
Gycin Gly G 
Histidin His H 
Isoleucin Ile I 
Leucin Leu L 
Lysin Lys K 
Methionin Met M 
Phenylalanin Phe F 
Prolin Pro P 
Serin Ser S 
Threonin Thr T 
Tryptophan Trp W 
Tyrosin Tyr Y 
Valin Val V 
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3 Material 
 
3.1 Biologisches Material 
 
3.1.1 Prokaryontische Zellstämme 
 
Zur Amplifikation und Präparation von Plasmid-DNA dienten folgende E.coli-Stämme: 
E.coli sure e14- (McrA-), ∆(mrcCB-hsdSMR-mrr)171, endA1, supE44, thi1, 
gyrA96, relA1, lac, recB, recJ, sbcC, umuC:Tn5, (Kanr), uvrC[F’ 
proAB lacqZ∆M15 Tn10 (Tetr)] (Stratagene, Heidelberg). 
 
E. coli TG-1 supE, hsd∆5, thi, ∆(lac-proAB), F’[traD36, pro AB+, lacq, lacZ∆M15] 
(Stratagene, Heidelberg). 
 
DH5αTM-T1R  F-φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 endA1 hsdR17 
(rκ-,Mκ+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA (confers resistance to 
phage T1; Invitrogen, Groningen Niederlande). 
 
SCS110 rpsL (Strr) thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm 
supE44 ∆(lac-proAB) [F’ traD36 proAB laclq Z∆M15]  
(Stratagene, La Jolla, CA). 
 
Zur Expression von rekombinanten Proteinen wurde folgender E. coli Stamm 
verwendet: 
BL21(DE3)  E. coli B F- dcm ompT hsdS(rB-mB-) gal λ(DE3)  
(Stratagene, La Jolla, CA). 
 
Die Herstellung von transformationskompetenten E.coli sure-Zellen erfolgte, mit 
leichten Veränderungen, nach der Methode von Hannahan (1983). 
Die übrigen Bakterienzellen wurden nach der CaCl2-Methode (Sambrook et al., 1989) 
transformationskompetent gemacht. 
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3.1.2 Kulturzell-Linien 
 
Die im folgenden aufgeführten Kulturzell-Linien wurden für Zell-Transfektionen, 
Immunlokalisationsuntersuchungen sowie für biochemische Analysen verwendet. 
 
Bezeichnung Ursprung Eigenschaften Kulturbedingungen 
SW13-F8 
Humanes primäres klein-zelliges 
Karzinom aus dem Cortex der 
Nebenniere. (ATCC, CCL-105) 
Leibovitz et al. 1973) 
„Monolayer“-Kultur, keine 
Expression von 
cytoplasmatischen 
Intermediärfilament-Proteinen 
 
DMEM, 10% FKS, zusätzlich  
20 mM L-Glutamin (1%),  
1% Pen/Strep  5% CO2, 37°C. 
MCF-7 
Humane Mammakarzinom-zellen 
(Soule et al., 1973;  
ATCC, HTB-22) 
„Monolayer“-Kultur, keine 
Expression von Vimentin 
 
DMEM, 10% FKS, zusätzlich  
20 mM L-Glutamin (1%),  
1% Pen/Strep  5% CO2, 37°C. 
HeLa 
Humane Adenokarzinomzellen 
des Cervix (Gey et al., 1952;  
ATCC, CCL-2) 
„Monolayer“-Kultur 
 
DMEM, 10% FKS, zusätzlich  
20 mM L-Glutamin (1%),  
1% Pen/Strep  5% CO2, 37°C. 
PLC 
Humanes Leberkarzinom 
 (ATCC, CRL-8024) 
„Monolayer“-Kultur, 
zT. Expression von Vimentin 
 
DMEM, 10% FKS, zusätzlich  
20 mM L-Glutamin (1%),  
1% Pen/Strep  5% CO2, 37°C. 
BJ1 
Humane Fibroblasten der Vorhaut
(Bodnar A.G. et al.1998;  
ATCC, CRL-2522) 
„Monolayer“-Kultur 
(max. Lebensspanne 85-90 
Populationen) 
 
DMEM, 10% FKS, zusätzlich  
20 mM L-Glutamin (1%),  
1% Pen/Strep  5% CO2, 37°C. 
WI38 
Humane Fibroblasten  
aus der Lunge 
(Hayflick L. und Moorhead P.S., 
1961; ATCC, CCL-75) 
„Monolayer“-Kultur 
DMEM, 10% FKS, zusätzlich  
20 mM L-Glutamin (1%),  
1% Pen/Strep  5% CO2, 37°C. 
SV80 
Humane Fibroblasten, die mit 
dem SV40 Virus transformiert 
wurden (Todaro et al. 1966) 
„Monolayer“-Kultur 
DMEM, 10% FKS, zusätzlich  
20 mM L-Glutamin (1%),  
1% Pen/Strep  5% CO2, 37°C. 
 
Tab. 1: Eigenschaften und Kultivierungsbedingungen der verwendeten Kulturzell-Linien. 
 
 
 
 
 
 
 Material 23 
 
Verwendete bereits stabil transfizierte Zell-Linien : 
 
Bezeichnung Ursprung Stabil transfiziertes Konstrukt Resistenz 
SW13-SC SW13-Zellen 
Xenopus-NLS-Vimentin in p163/7-
Vektor; pAG60 (Herrmann et al., 1993; 
Colbère-Garapin et al., 1981) 
Neomycin 
SW13-E7/300 Subklon von SW13-SC Xenopus-NLS-Vimentin in p163/7-
Vektor; pAG60 
Neomycin 
SW13-11E 
Subklon von  
SW13-E7/300 
Xenopus-NLS-Vimentin in p163/7-
Vektor; pAG60 
Neomycin 
C8/299P/1/1/B4 SW13-Zellen 
Xenopus-NLS-Vimentin in pBEHpac 18, 
Xenopus-NLS-Vimentin in pEGFP-C1 
(M. Reichenzeller et al. 2000) 
Puromycin/ 
Neomycin 
Tab. 2: Verwendete stabil transfizierte Zell-Linien. 
 
Die Kultivierung dieser stabil transfizierten Zell-Linien (Tab. 2) erfolgte entsprechend 
der in Tabelle 1 aufgeführten Kulturbedingungen der Ursprungszell-Linie. Die stabil 
transfizierte Zell-Linie wurde zu Transfektionsexperimenten verwendet. 
 
 
3.1.3 Hefestämme 
 
Ausgangs-Hefestämme 
Die im folgenden aufgeführten Hefestämme wurden bei der Durchführung der „Yeast-
Two-Hybrid“-Methode verwendet. 
 
Stamm Genotyp Reporter 
Transformations-
marker 
Referenz 
AH109 
 
MATa, trp1-901, leu2-3, 112,      
ura3-52, his3-200, gal4∆, 
gal80∆,    
LYS2 : GAL1UAS -GAL1TATA 
-HIS3, 
GAL2UAS -GAL2TATA -ADE2 
URA3 : MEL1UAS- MEL1TATA 
–lacZ MEL1 
HIS3, ADE2, MEL1, lacZ trp1, leu2 
 
Clontech, HD 
BD Biosciences 
Holtz,  
nicht publiziert 
Y187 
 
MATα, ura3- 52, his3- 200,  
ade2- 101, trp1- 901, leu2- 3, 
112,    
gal4∆, gal80∆met –, 
URA3 : GAL1UAS -GAL1TATA 
–lacZ MEL1 
 
MEL1, lacZ  trp1, leu2 
 
Clontech, HD 
BD Biosciences 
Harper et al., 1993 
 
 
Tab. 3: Verwendete Ausgangs-Hefestämme. 
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Beide Hefestämme sind Ade-, His-, Leu- und Trp- und können nicht auf Minimal-
medium wachsen, dem diese Nährstoffe fehlen. Sie können beide miteinander 
verpaart werden. 
 
Durch Transformation erzeugte Hefestämme 
Die folgenden Hefestämme sind im Laufe der Zeit durch Transformation 
verschiedener Expressionskonstrukte (Tab. 9) in die Ausgangs-Hefestämme (Tab. 3) 
erzeugt worden. 
 
Bezeichnung Ursprung 
Stabil transfiziertes 
Konstrukt 
Resistenz Bemerkung 
AH109(XlVimRod) AH109 XlVimRod /pGBKT7 - Trp „bait“-Konstrukt 
AH109(pGBKT7) AH109 leerer pGBKT7 - Trp Negativkontrolle 
AH109(pGBKT7-53) AH109 Maus p53 /pGBKT7 - Trp Positivkontrolle 
Y187(pTD1-1) Y187 SV40 T-Antigen /pTD1-1 - Leu Positivkontrolle 
AH109(XlVimRod)+pGADT7 AH109 XlVimRod /pGBKT7 +leerer pGADT7 - Trp/- Leu Negativkontrolle 
AH109(XlVimRod)+K23 AH109 XlVimRod /pGBKT7 +K23 /pGADT7(-1) 
- Trp/- Leu 
Selektion: - AHLT 
Rücktransformation, 
Test der Interaktion in 
der Hefe 
AH109(XlVimRod)+K153 AH109 XlVimRod /pGBKT7 +K153 /pGADT7(-1) 
- Trp/- Leu 
Selektion: - AHLT Rücktransformation 
AH109(XlVimRod)+K294 AH109 XlVimRod /pGBKT7 +K294 /pGADT7(-1) 
- Trp/- Leu 
Selektion: - AHLT Rücktransformation 
AH109(XlVimRod)+K297 AH109 XlVimRod /pGBKT7 +K297 /pGADT7(-1) 
- Trp/- Leu 
Selektion: - AHLT Rücktransformation 
AH109(XlVimRod)+K298 AH109 XlVimRod /pGBKT7 +K298 /pGADT7(-1) 
- Trp/- Leu 
Selektion: - AHLT Rücktransformation 
AH109(XlVimRod)+K318 AH109 XlVimRod /pGBKT7 +K318 /pGADT7(-1) 
- Trp/- Leu 
Selektion: - AHLT Rücktransformation 
AH109(XlVimRod)+vL K318 AH109 XlVimRod /pGBKT7 +vL K318 /pGADT7(-1) 
- Trp/- Leu 
Selektion: - AHLT 
Rücktransformation 
des volle Länge Klons  
AH109(XlVimRod)+K360 AH109 XlVimRod /pGBKT7 +K360 /pGADT7(-1) 
- Trp/- Leu 
Selektion: - AHLT Rücktransformation 
AH109(XlVimRod)+K433 AH109 XlVimRod /pGBKT7 +K433 /pGADT7(-2) 
- Trp/- Leu 
Selektion: - AHLT Rücktransformation 
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AH109(XlVimRod)+K754 AH109 XlVimRod /pGBKT7 +K754 /pGADT7(-1) 
- Trp/- Leu 
Selektion: - AHLT Rücktransformation 
AH109(pGBKT7)+K23 AH109 leerer pGBKT7 + K23 /pGADT7 - Trp/- Leu 
Negativkontrolle der  
Rücktransformation 
AH109(pGBKT7)+K153 AH109 leerer pGBKT7 + K153 /pGADT7(-1) - Trp/- Leu 
Negativkontrolle der  
Rücktransformation 
AH109(pGBKT7)+K294 AH109 leerer pGBKT7 + K294 /pGADT7(-1) - Trp/- Leu 
Negativkontrolle der  
Rücktransformation 
AH109(pGBKT7)+K297 AH109 leerer pGBKT7 + K297 /pGADT7(-1) - Trp/- Leu 
Negativkontrolle der  
Rücktransformation 
AH109(pGBKT7)+K298 AH109 leerer pGBKT7 + K298 /pGADT7(-1) - Trp/- Leu 
Negativkontrolle der  
Rücktransformation 
AH109(pGBKT7)+K318 AH109 leerer pGBKT7 + K318 /pGADT7(-1) - Trp/- Leu 
Negativkontrolle der  
Rücktransformation 
AH109(pGBKT7)+vL K318 AH109 leerer pGBKT7 + vL K318 /pGADT7(-1) - Trp/- Leu 
 
Negativkontrolle der  
Rücktransformation  
des volle Länge Klons 
AH109(pGBKT7)+K360 AH109 leerer pGBKT7 + K360 /pGADT7(-1) - Trp/- Leu 
Negativkontrolle der  
Rücktransformation 
AH109(pGBKT7)+K433 AH109 leerer pGBKT7 + K433 /pGADT7(-2) - Trp/- Leu 
Negativkontrolle der  
Rücktransformation 
AH109(pGBKT7)+K754 AH109 leerer pGBKT7 + K754 /pGADT7(-1) - Trp/- Leu 
Negativkontrolle der  
Rücktransformation 
Tab. 4: Durch Transformation erzeugte Hefestämme. 
 
Durch Verpaarung erzeugte Hefestämme 
Bezeichnung Ursprung 1 Ursprung 2 Resistenz Bemerkung 
AH109(pGBKT7-53) 
x Y187(pTD1-1) AH109(pGBKT7-53) Y187(pTD1-1) 
- Trp/- Leu 
Selektion: - AHLT 
Positivkontrolle 
Diploide 
AH109(XlVimRod) 
x cDNA(pGAD-GH) 
AH109(XlVimRod) 
 
vortransformierte cDNA 
Bibliothek aus HeLa 
Zellen im Y187 
- Trp/- Leu 
Selektion: - AHLT 
eigentlicher 
Verpaarungsansatz 
Diploide 
Tab. 5: Durch Verpaarung erzeugte Hefestämme. 
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3.2 Expressionsvektoren 
3.2.1 Expressionsvektoren zur Transfektion von Zellkultur- und 
              Bakterienzellen 
 
Für die Klonierung von cDNA-Konstukten, die zur transienten Transfektion von 
Zellkulturzellen oder zur Transformation von Bakterienzellen verwendet wurden, 
wurden die in der folgenden Tabelle aufgelisteten Vektoren benutzt. 
 
Resistenz 
Plasmidvektor Größe in bp 
Prokaryonten Eukaryonten 
Referenz 
pEGFP-C1 4700 Kanamycin Neomycin =Geneticin Clontech, Heidelberg 
pECFP-C1 4700 Kanamycin Neomycin s.o. 
pEYFP-C1 4700 Kanamycin Neomycin s.o. 
pcDNA3.1+ 5428 Ampicillin Neomycin Invitrogen s.o. 
pGEX-4T1 5000 Ampicillin - Amersham Biosciences, Freiburg 
pGEX-4T1-NcoI 5000 Ampicillin - Amersham Biosciences, Freiburg modifiziert mit NcoI Schnitt 
p163/7 6330 Ampicillin - Niehrs et al., 1992 
pAG60 6100 Ampicillin Neomycin Colbere-Garapin et al.; 1981 
p2minus 4188 Ampicillin - Prof. Dr. Thomas Magin, Bonn 
pBluescript KS+/- 2958 Ampicillin - Stratagene, La Jolla CA 
pOTB7 1815 Chloramphenicol - Vektor RZPD 
pCMV-SORT6 4400 Ampicillin - Vektor RZPD, Invitrogen  
Tab. 6: Vektoren die zur Klonierung von pro- und eukaryontischen Expressionskonstrukten 
             verwendet wurden sowie deren Eigenschaften. 
 
 
3.2.2 Expressionsvektoren zur Transfektion von Hefezellen 
 
Für die Klonierung von cDNA-Konstukten, die zur Transformation von Hefezellen 
verwendet wurden, wurden die in der folgenden Tabelle aufgelisteten Vektoren 
verwendet. 
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Resistenz Referenz Eigenschaften 
Plasmidvektor 
Größe in 
bp Prokaryonten S.cerevisiae   
pGBKT7 7300 Kanamycin Tryptophan 
Clontech, HD 
BD Biosciences 
 
“bait”-Vektor 
pGADT7 8000 Ampicillin Leucin Clontech s.o.  „prey“-Vektor 
pGADT7(-1) 8000 Ampicillin Leucin 
modifiziert Clontech 
s.o. 
 
„prey“-Vektor  
- einem Nukleotid 
pGADT7(-2) 8000 Ampicillin Leucin 
modifiziert Clontech 
s.o. 
 
„prey“-Vektor  
- zwei Nukleotide 
pGBKT7-53 8300 Kanamycin Tryptophan Clontech s.o.  
Kontrollvektor 
mit Maus p53 
pGTD1-1 10 100 Ampicillin Leucin Clontech s.o. Kontrollvektor mit SV40 T Antigen 
pGBKT7-LamC 7900 Kanamycin Tryptophan Clontech s.o. Kontrollvektor mit Lamin C 
pGAD-GH 8000 Ampicillin Leucin Clontech s.o. 
Vektor, in der die 
HeLa cDNA- 
Bibliothek einkloniert 
war 
Tab. 7: Verwendete Vektoren zur Amplifikation in Bakterien und zur Expression in S. cerevisiae  
             sowie deren Eigenschaften. 
 
3.3 Expressionsplasmide zur Transformation von  
    Bakterien und Hefezellen sowie zur Transfektion  
    von eukaryontischen Zellen 
Die im folgenden aufgelisteten cDNA-Klone wurden zur Transfektion der in Tabelle 1, 
2 und 3 aufgelisteten Zellen sowie Bakterien (3.1.1) eingesetzt. Zur genauen 
Beschreibung der cDNA-Klone und deren Klonierung siehe DNA-Methodenteil 
(4.1.18). 
 
3.3.1 Expressionsplasmide zur Transformation von Bakterien 
 
Konstrukte  Bakterienstamm 
XlVim_Rod /pGEX-4T1-NcoI  BL21(DE3) Proteinexpression 
p53 /pGEX-4T1  BL21(DE3) Proteinexpression 
LamC /pGEX-4T1  BL21(DE3) Proteinexpression 
Tab. 8: Expressionsplasmide zur Proteinexpression in BL21(DE3). 
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3.3.2 Expressionsplasmide zur Transformation von Hefezellen 
 
Konstrukte  Hefestämme 
K23 /pGADT7(-1)  AH109(XlVimRod) AH109(pGBKT7) 
K153 /pGADT7(-1)  AH109(XlVimRod) AH109(pGBKT7) 
K294 /pGADT7(-1)  AH109(XlVimRod) AH109(pGBKT7) 
K297 /pGADT7(-1)  AH109(XlVimRod) AH109(pGBKT7) 
K298 /pGADT7(-1)  AH109(XlVimRod) AH109(pGBKT7) 
K318 /pGADT7(-1)  AH109(XlVimRod) AH109(pGBKT7) 
K318vL /pGADT7(-1)  AH109(XlVimRod) AH109(pGBKT7) 
K360 /pGADT7(-1)  AH109(XlVimRod) AH109(pGBKT7) 
K433 /pGADT7(-2)  AH109(XlVimRod) AH109(pGBKT7) 
K754 /pGADT7(-1)  AH109(XlVimRod) AH109(pGBKT7) 
 
Tab. 9: Expressionsplasmide zur Transformation von Hefezellen. 
 
 
3.3.3 Expressionsplasmide zur Transfektion von 
              eukaryontischen Zell-Linien 
 
Konstrukte Konstrukte Konstrukte 
XlVim-NLS /pEYFP-C1 (von C. Dreger) K318vL /pEGFP-C1 sowie K318vL /pECFP-C1 K297vL /pEGFP-C1 
K23vL /pEGFP-C1 
 myc_K360vL /pcDNA3.1 K298vL /pEGFP-C1 
K153vL /pEGFP-C1 
 K433vL /pEGFP-C1 ERAP140 /pEGFP-C1 
KT3_K294vL /pEGFP-C1 
 K754vL /pEGFP-C1 K318vL_RNAiIII /p2minus 
Tab. 10: Expressionsplasmide zur Transfektion von eukaryontischen Zellinien. 
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3.4 Antikörper 
3.4.1 Primäre Antikörper 
Die im folgenden aufgelisteten Antikörper wurden zur Erstellung dieser Arbeit 
verwendet. 
 
Antikörper Antigen Typ Ursprung 
Immun-
lokalisation 
Immun-
blot 
Referenz 
14.13 
Xenopus-
Vimentin 
monoklonal Maus unverdünnt 1:5 Fouquet, B., 1991. 
3B4 
Humanes und 
Xenopus-
Vimentin 
monoklonal Maus unverdünnt 1:5 
Herrmann et al., 
1989. 
V9 
Humanes 
Vimentin 
monoklonal Maus 1:20 n.g 
Roche Diagnostics, 
Mannheim 
Hsp40  
SPA-400 
Humanes Hsp40 polyklonal Kaninchen 1:100 1:10.000 Stressgene Canada 
Hsp27 Klon 
ER-D5 
Humanes Hsp27 monoklonal Maus 1:100 n.g. King et al., 1987 
myc (9E10-2) c-myc-Epitop monoklonal Maus unverdünnt 1:3 Evan et al., 1985 
HA (3F10) 
HA-Epitop 
(YPYDVPDYA) 
monoklonal Ratte, affinitätsgereinigt 1:200 1:1000 
Roche Diagnostics, 
Mannheim 
α-Tubulin α-Tubulin monoklonal Maus  n.g. Sigma, Deisenhofen 
Lu 5 
Human Pan-
Cytokeratin aus 
Vertebraten 
monoklonal Maus 1 :50 n.g. 
BMA Biomedicals 
Schweiz 
18.8.1= 
18.18 
Humanes 
Cytokeratin 
CK8/18 
monoklonal Maus unverdünnt n.g. Promega, Mannheim 
XV3 
Xenopus-
Vimentin 
polyklonal Meerschwein 1:50 n.g. Herrmann diese Abt. 
V2 / V4 
Humanes 
Vimentin 
polyklonal Meerschwein 1:50 n.g. Herrmann diese Abt. 
Phalloidin 568 F-Aktin Pilztoxin konjugiert mit Alexa 568 
Von der Stock-Lösung  
200 U/µl wurden 5 µl/ 
Präparat verwendet. 
Molecular Probes, 
Leiden, Niederlande 
 
Tab. 11: Primärantikörper und ihre Eigenschaften, n.g.: nicht getestet. 
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3.4.2 Sekundäre Antikörper 
 
Für Immunfluoreszenzfärbungen wurden speziesspezifische Antikörper, derivatisiert 
mit Alexa 488 oder Alexa 568 (1:300) (Molecular Probes, Leiden, Niederlande), 
verwendet. Zur Detektion PVDF-membrangebundener Antigen-Antikörper-Komplexe 
wurden mit Meerettich-Peroxidase gekoppelte Antikörper aus Ziege, die gegen 
Immunglobuline von Maus, Meerschweinchen oder Kaninchen (1:5000) (Dianova, 
Hamburg) hergestellt worden waren, verwendet. 
 
 
3.5 Größenstandards  
 
3.5.1 DNA-Größenstandards 
 
Als Größenstandards für die Agarosegelelektrophorese diente mit EcoRI und HindIII 
(λE/H-Marker) verdaute λ-DNA. Der Verdau lieferte die unten aufgelisteten 
Fragmente. 
λE/H-Marker: 24700, 5148, 4973, 4268, 3480, 2027, 1904, 1584, 1375, 
947, 831, 564, 125 bp. 
Wurden kleinere Fragmente nach Verdau der DNA erwartet, so wurde mit HinfI 
geschnittene pBluescribe-DNA (BsHinf) als Größenstandard eingesetzt.  
 
BsHinf-Marker: 1400, 517, 396, 356, 247, 75 bp. 
 
 
3.5.2 Protein-Größenstandards 
 
Als Größenstandard für die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese diente der “Broad 
Range-7701S”-Marker der Firma New England Biolabs (Bad Schwalbach). 
Die Zusammensetzungen ist der angeführten Tabelle zu entnehmen. 
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Protein 
Molekulargewicht 
(in Da) 
Gewebe/Spezies 
Myosin 212 000 Kaninchenmuskel 
MBP-β-Galaktosidase 158 194 E.coli 
β- Galaktosidase 116 351 E.coli 
Phosphorylase b 97 184 Kaninchenmuskel 
Serum Albumin 66 409 Rind 
Glutaminsäure-Dehydrogenase 55 561 Rinderleber 
Maltose-bindendes Protein 42 710 E.coli 
Laktat-Dehydrogenase M 36 487 Schweinemuskel 
Triosephosphat-Isomerase 26 625 Kaninchenmuskel 
Trypsin-Inhibitor 20 000 Sojabohnen 
Lysozym 14 313 Hühnereiweiß 
Aprotinin 6 517 Rinderlunge 
Insulin A-, B-Kette 2340 - 3400 Rinderpankreas 
Tab. 12: Proteinzusammensetzung des “Broad Range-7701S”-Markers. 
 
 
3.6 DNA-Oligonukleotide 
 
Alle Oligonukleotide, die für PCR-Amplifikationen, Klonierungsteilschritte und zur 
DNA-Sequenzierung benutzt wurden, wurden von Dr. Wolfgang Weinig 
(Forschungsschwerpunkt Angewandte Tumorvirologie, Deutsches 
Krebsforschungszentrum, Heidelberg) synthetisiert. 
 
 
3.7 Chemikalien, Enzyme und Radioaktivität 
 
Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden in Analysequalität von den 
folgenden Firmen bezogen: Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Fluka (Neu-Ulm), 
Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen), und Qiagen (Hilden). 
Die eingesetzen Enzyme stammten von den Firmen Roche (Mannheim) und New 
England Biolabs (Bad Schwalbach).  
Die 35S-markierten Aminosäuren Methionin und Cystein wurden als „redivue PromixI“ 
1x 2,5 mCi bei Amersham Biosciences, Freiburg bestellt. 
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3.8 „Kits“ 
 
 
ECL Kit NEN, Dreieich 
Fugene6 Transfektionsreagenz Roche Diagnostics, Mannheim 
Qiaex Agarose Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden 
QIAprep Spin Miniprep / Maxiprep Kit Qiagen, Hilden 
Qiaquick PCR-Purification Kit Qiagen, Hilden 
GST Bind Buffer Kit Novagen, Merck Darmstadt 
Silver Staining Kit  Amersham Pharmacia, Freiburg 
TNT coupled Reticulocyte Lysat System Promega, Mannheim 
Tab. 13: Verwendete „Kit“Systeme. 
 
 
3.9 Vortransformierte humane HeLa cDNA Bibliothek 
 
Die humane HeLa cDNA-Bibliothek war in den Hefestamm Y187 schon 
vortransformiert (HY4000AA, Clontech, Heidelberg) und für die Nutzung des 
„Matchmaker 3“-Systems von Clontech, Heidelberg erworben worden. Die mRNA 
wurde aus der Zell-Linie HeLa S3 (ATCC: CCL2.2) gewonnen. Der Bibliotheken-Titer 
wurde mit >5x107 lebende Zellen pro ml angegeben. Der Expressionsvektor in den 
alle cDNA Fragmente über XhoI/EcoRI einkloniert worden waren, war der pGAD-GH. 
Genauere Informationen zu der verwendeten cDNA-Bibliothek sind im Ergebnisteil 
(5.3) zu finden. 
 
 
3.10 Erworbene und erhaltene cDNA-Klone  
 
Vollständiger 
Klon 
Herkunft Genbanknummer RZPD Klon ID Vektor 
K23 RZPD BC050644 IRAKp961D1913Q2 pCMV-SPORT6 
K294 RZPD BC039573.1 IMAGp998K0213289Q3 pCMV-SPORT6 
K297 RZPD BC01179 IRALp96N1227Q2 pOTB7 
K318 RZPD BC013044 IRALp962P057Q2 pOTB7 
K433 RZPD BC014664 IRALp962A1834Q2 pOTB7 
K754 RZPD BC007554.1 IRALp962D1822Q2 pOTB7 
ERAP140 
 
Dr. Myles Brown Dana-Farber 
Cancer Institut, Boston, USA 
AF493978 - pcDNA3.1 
myc_K360vL  Dr. Junjie Chen Mayo Clinic, Rochester Main, USA 
AB019397 - pcDNA3.1 
Tab. 14: Erworbene und erhaltene cDNA-Klone. 
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3.11 Medien und Lösungen 
 
Im folgenden sind häufig benutzte Medien und Lösungen beschrieben, auf die im 
Methodenteil nicht mehr gesondert eingegangen wird. Hier nicht beschriebene 
Lösungen und Puffer werden methodenabhängig aufgeführt. 
 
3.11.1 Nährmedien 
 
Bakterienmedien 
LB-Medium (pH 7,5):        1 l 
20,0 g LB Broth Base 
2,46 g MgSO4 x 7 H2O 
 
LB-Medium mit Ampicillin (LB-Amp-Medium): 
 LB-Medium 
100 µg/ ml Ampicillin 
 
LB-Agarplatten mit Ampicillin:   1l 
32,0 g LB Agar 
2,46 g MgSO4 x 7 H2O 
100 µg/ ml Ampicillin 
 
TB-Medium:                      1 l 
12,0 g Bacto Trypton 
24,0 g Bacto Yeast Extrakt 
 4,0 ml Glycerol (87%) 
100 ml K-Mix (zur Einstellung des pH Wertes) 
 
K-Mix:                               1l 
0,17 M = 23,14 g KH2PO4
0,72 M = 126,6 g K2HPO4 wasserfrei 
 
Hefemedien 
YPDA-Medium (pH 6,5):   1 l 
50 g YPD Medium 
15 ml 0,2% Adenin-Hemisulfat 
(erst nach dem Autoklavieren zugeben) 
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YPDA-Agar (pH 6,5):        1 l 
70 g YPD Agar 
15 ml 0,2% Adenin-Hemisulfat  
(erst nach dem Autoklavieren zugeben) 
 
SD-Minimalmedium (pH 5,8): 1 l 
26,7 g SD-Minimalmedium 
0,6 g / 0,62 g Do (-AHLT) / Do (-LTH) 
8,3 ml je steril-filtrierte Aminosäure  
(erst nach dem Autoklavieren zugeben) 
 
SD-Minimalagar (pH 5,8): 1 l 
46,7 g SD-Minimalagar 
0,6 g / 0,62 g Do (-AHLT) / Do (-LTH) 
8,3 ml je steril-filtrierte Aminosäure  
(erst nach dem Autoklavieren zugeben) 
 
Die Hefenährmedien wurden alle von der Firma Clontech, BD Biosciences, 
Heidelberg bezogen. 
 
3.11.2 Häufig verwendete Puffer und Lösungen 
 
10 x TBE (pH 8,0):           2l 
242,8 g Tris-HCl 
120,0 g Borsäure konz. 
  18,6 g EDTA, pH 8.0 
 
6 x DNA-Probenpuffer: 
200 mM EDTA 
100 mM Tris-HCl, pH 7.5 
0,01 % Bromphenolblau 
0,01 %  Xylencyanol 
30% (w/v) Ficoll (Typ 400) 
 
PBS (pH 7,4): 
2,7 mM KCl 
1,7 mM KH2PO4
137 mM NaCl 
10 mM Na2HPO4
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TE: 
10 mM Tris-HCl, pH 7.5 
  1 mM EDTA 
 
Kornberg-Elektrophorese-Puffer (pH 8,3): 
50 mM Tris-HCl 
0,38 M Glycin 
0,1%  SDS 
 
2x Kornberg-Probenpuffer :   
120 mM Tris-HCl (pH 6,8) 
20 % Glycerin 
10 % SDS 
20 % b-Mercaptoethanol 
0,2 % Bromphenolblau 
 
2x Kornberg-Harnstoff-Probenpuffer:  
600 mg Harnstoff 
600 µl dd H2O 
500 µl 2x Kornberg-Probenpuffer 
 
Kornberg-Puffer A:         100 ml 
30 g Acrylamid 
0,15 g N,N’-Methylen-bis-acrylamid 
 
Den Puffer für 1h mit Ionenaustauscher rühren lassen. Lichtgeschützt bei 4°C 
aufbewahren. Nicht autoklavieren. 
 
Kornberg-Puffer B (pH 8,8 ): 
3 M Tris-HCl  
0,4 % SDS 
 
Kornberg-Puffer C (pH 6,8 ): 
0,75 M Tris-HCl  
0,4 % SDS 
 
Die Kornberg-Puffer B und C wurden am Vortag angesetzt. Am nächsten Tag wurde 
der pH Wert nochmals korrigiert. Die Puffer wurden nicht autoklaviert und bei 4°C 
gelagert. 
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Kornberg Proteingele 15 %: (ausreichend für 3 einzelne Minigele) 
 
Trenngel  Sammelgel  
Kornberg-Puffer A 7,5   ml Laemmli-Puffer A 1,3 ml 
Kornberg-Puffer B 3,75 ml Kornberg-Puffer C 2,5 ml 
dd H2O 3,65 ml dd H2O 6,2 ml 
TEMED (konz.)      5 µl TEMED (konz.) 7,5 µl 
APS (10%)  150 µl APS (10%) 200 µl 
      Tab. 15: Zusammensetzung von 15 %-igen Kornberg Proteingelen. 
Coomassie-Färbelösung:  
40 % Isopropanol techn. 
7 % Essigsäure techn. 
0,2 % Coomassie Brilliant Blue R-50 
 
Coomassie-Entfärberlösung: 
20 % Isopropanol techn. 
7,5 % Essigsäure techn. 
 
Borat-Transferpuffer (pH 8,8): 
20 mM  Borsäure-NaOH (pH 8,8) 
  1 mM Na2-EDTA 
  4 mM DTT 
 
TBST-Puffer (pH 8,0): 
  10 mM Tris-HCl pH 8,0 
150 mM  NaCl 
0,05 % Tween 20 
 
Ponceau-S-Stammlösung: 
  2 % Ponceau-S 
30 %  Trichloressigsäure 
30 % Sulfosalicylsäure 
 
Aminosäure-Stocklösungen: je 100 ml 
L-Histidin 240 mg 
L-Tryptophan 480 mg 
L-Leucin 720 mg 
                                         Steril filtrieren bei 4°C lagern und nicht autoklavieren. 
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Die Medien und Lösungen wurden stets mit ddH2O angesetzt und einige von ihnen 
bei 121°C feuchter Hitze und 1 bar Überdruck autoklaviert. Die Hefemedien sollten 
nur für 15 min bei 121°C feuchter Hitze und 1 bar Überdruck autoklaviert werden, wie 
es der Hersteller empfiehlt. 
 
 
3.12 Sonstige Verbrauchsmaterialien 
 
Materialien Hersteller 
1,5 und 2.0 ml Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg 
Ampullen zum Einfrieren von Zellen Nunc, Wiesbaden 
Dialyseschläuche Serva, Heidelberg 
Einweg Impfösen Greiner, Nürtlingen 
Falcon Reaktionsgefäße Becton Dickinson, Franklin Labware, N.J. USA 
Faltenfilter Neolab, Heidelberg 
Glasplättchen für die Zellkultur Langenbrinck, Emmendingen 
Halbmicroküvetten Greiner, Nürtlingen 
Kultivierungsschalen für Zellinien Becton Dickinson, Franklin Labware, N.J. USA 
Nitrocellulose Membran Schleicher und Schuell, Dassel 
Objektträger mit Mattrand Langenbrinck, Emmendingen 
Pipettenspitzen Star lab, Ahrensburg 
PVDF Membran Millipore, Eschborn 
Röntgenfilme Kodak, Stuttgart 
Skalpellklingen Bayha, Tuttlingen 
Whatman-Papier Schleicher und Schuell, Dassel 
          Tab. 16: Häufig verwendete Verbrauchsmaterialien. 
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3.13 Geräte 
 
Die im folgenden aufgelisteten Geräte wurden bei der Erstellung dieser Arbeit 
verwendet. 
Geräte Hersteller 
Airfuge Beckmann 
Analysenwaage Sartorius AG, Göttingen 
Biofuge picco  Heraeus, Hanau 
Brutschrank für die Bakterienkultur Heraeus, Hanau 
Brutschrank für die Hefekultur Heraeus, Hanau 
Brutschrank für die Zellkultur (Thermo Forma) Thermo Life Sciences, Dreieich 
Brutschrank (TECO20, klein) Selutec, Mössingen 
Elektrophorese Netzgeräte Biotec Fischer, Heidelberg 
Entwicklermaschine (Immun-Blot-Filme) 
Hyper Processor 
jetzt: Amersham Biosciences, Freiburg 
früher: Agfa, Leverkusen 
Feinwaage Mettler Toledo, Schweiz 
Gasprofi Wartewig Labortechnik, Göttingen 
Gel-Dokumentationsanlage E.A.S.Y. Herolab, Wiesloch 
Gelkammern (für Agarosegele) Cti-GmbH, Idstein-Taunus 
Gelkammern (SDS-Gelelektrophorese) Cti-GmbH, Idstein-Taunus 
Gefrierschränke (-20°C) Liebherr, Ochsenhausen 
Bosch, Stuttgart 
Gefriertruhe (-80°C)  Heraeus, Hanau 
Heizblock Kisker, Mühlhausen 
Heizplatte mit Magnetrührer VWR, Darmstadt 
Kühlschränke 
 
Liebherr, Ochsenhausen 
Bosch, Stuttgart 
Kühlzentrifuge Avanti J-25 Beckman Coulter, Unterschleissheim-   
                              Lohhof 
Laser Scanning Mikroskop Leica TCS SP2 Leica Microsystems, Mannheim 
Magnet Dynal, Hamburg 
Magnetrührer Ikamag, Staufen 
Multifuge 4 UR  Heraeus, Hanau 
Naßblotkammer Bio Rad, München 
PCR-Maschine MJ Research, BIOZYME, Oldendorf 
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Pipetboy Integra Biosciences, Fernwald 
Pipetten Gilson, Frankreich 
pH-Meter Schott, Mainz 
Schüttler (Hefe-und Bakterienkultur) jetzt:    Bühler, Tübingen 
früher: Braun, Melsungen 
Spektralphotometer jetzt:    Hitachi, Scientific Instruments  
            Schwäbisch Gmünd 
früher: Amersham Biosciences, Freiburg 
Spektralphotometer zur DNA-Konzentrations-bestimmung „Gene 
Quant“ 
Amersham Biosciences, Freiburg 
 
Sofortbildkamera „Polaroid MP4 Land Camera“ 
und Stativ 
Polaroid, Frankfurt 
Sterilbank (Hera safe, Hefekulur) Heraeus, Hanau 
Sterilbank (Zellkultur) The Baker Company, USA 
Überkopfschüttler MBT Brand, Gießen, 
Macs Mix, Miltenyi Biotec USA 
Ultraschall Homogenisator  
Sonoplus HD2070 
Bandelin, Berlin 
UV-Platte (302 nm) Konrad Benda, Wiesloch 
Vakuumbackofen Heraeus, Hanau 
Varifuge 3.OR Heraeus, Hanau 
Vibrax IKA-Werke, Staufen 
Vortex Neo lab Migge, Heidelberg 
Wasserbäder Julabo, Seelbach 
Wippschüttler Dunn Labortechnik, Asbach 
Tab. 17: Häufig verwendete Geräte. 
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4 Methoden 
 
4.1 DNA-Techniken 
 
4.1.1 Herstellung transformationskompetenter E.coli-Zellen 
 
Transformationskompetente E.coli-Zellen wurden durch die Behandlung mit einer 
Calciumchlorid-Lösung erzeugt, wodurch eine vermehrte Aufnahme von außen 
zugeführter DNA in die Bakterienzelle erreicht werden konnte (Sambrook et al., 
1989). Die Herstellung von transformationskompetenten E.coli sure-Zellen erfolgte, 
mit leichten Veränderungen, nach der Methode von Hannahan (1983).  
Eine E.coli-Übernachtkultur (5 ml) wurde 1:100 auf ein Gesamtvolumen von 500 ml 
LB-Medium verdünnt und unter Schütteln bei 37°C bis zu einer optischen Dichte von 
OD600= 0,5-0,6 kultiviert. Anschließend wurde die Bakterienkultur 5 min bei 0°C mit 
5000 UpM abzentrifugiert (Beckmann J2-HS-Zentrifuge; Rotor JA-14), in 125 ml 
eiskalter, steriler 0,1 M CaCl2-Lösung resuspendiert, 20 min auf Eis inkubiert und 
dann erneut wie oben beschrieben zentrifugiert. Das Sediment wurde dann in 21,5 
ml Einfrierlösung (0,1 MgCl2, 15 % Glycerin (v/v)) aufgenommen und zur Lagerung 
bei –80°C eingefroren. 
 
4.1.2 DNA-Transformation kompetenter E.coli-Zellen 
 
Die Übertragung proteinfreier DNA in Bakterienzellen nennt man DNA-
Transformation. 
In der vorliegenden Arbeit wurde Plasmid-DNA transformiert, mit Resistenzen gegen 
Ampicillin, Kanamycin oder Chloramphenicol. Dies ermöglichte die Selektion 
transformierter Kolonien auf Nährböden die das entsprechenden Antibiotika 
enthielten.  
Es wurden jeweils 100 µl kompetenter Bakterienzellen für 5 min auf Eis aufgetaut 
und mit 4-10 ng Plasmid-DNA versetzt. Bei den BL21(DE3) Bakterien wurde 
aufgrund ihrer geringen Transformationskompetenz bis zu 100 ng verwendet. Nach 
20 min Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock für 3 min bei 37°C im Wasserbad. 
Bei Verwendung von DH5αTM-T1R-Bakterien wurde der Hitzeschock nur für 30 sec im 
42°C Wasserbad durchgeführt. Anschließend wurden die Bakterien für 1 min auf Eis 
inkubiert, 500 µl LB-Medium ohne Antibiotikum zugegeben und diese für 1 h bei 37°C 
kultiviert. Schließlich konnten 200 µl pro Transformations-Ansatz steril auf LB-Platten 
(plus Antibiotikum 100 µg/ml) ausgestrichen werden. Wurde nur eine geringe 
Transformationseffizienz erwartet, wurde der Ansatz vor dem Ausplattieren 2 min bei 
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3000 UpM zentrifugiert, das Bakteriensediment in 100 µl LB-Medium aufgenommen 
und alle Zellen auf die Selektionsplatten ausgestrichen. Diese wurden dann über 
Nacht im Inkubator bei 37°C kultiviert. Am nächsten Morgen sollten bei erfolgreicher 
Transformation einige Kolonien auf den Platten gewachsen sein, die abgenommen 
und zur Durchführung einer Vorkultur verwendet werden konnten. 
 
4.1.3 Bestimmung der DNA-Konzentration 
 
4.1.3.1 Konzentrationsbestimmung von Oligonukleotiden 
Die Konzentration von Oligonukleotiden wurde durch die Messung der optischen 
Dichte einer 1:100 Verdünnung in einem Spektralphotometer („Gene Quant“, 
Amersham Pharmacia, Freiburg) bei 260 nm bestimmt. Anhand der folgenden 
Formel konnte aus den gemessenen OD-Werten die eigentliche Konzentration 
errechnet werden. 
c = OD260nm x 33 µg/ml 
 
4.1.3.2 Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNA 
Nach der DNA-Präparation, im kleinen oder großen Maßstab, musste die genaue 
Konzentration der gewonnen doppelsträngigen Plasmid-DNA ermittelt werden. Dies 
geschah ebenfalls mittels photometrischer Messung der optischen Dichte analog der 
Konzentrationsbestimmung von Oligonukleotiden. Zur Berechnung der DNA-
Konzentration wurde folgende Formel verwendet : 
c = OD260nm x 50 µg/ml 
Die Reinheit der DNA wurde durch die Bildung des Quotienten OD260nm/OD280nm 
errechnet. Über die OD280nm wurde die Menge der gelösten Proteine bestimmt, wobei 
der Quotient bei etwa 1,8 liegen sollte. 
 
4.1.4 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA 
 
4.1.4.1 Analytischer Restriktionsverdau 
Ein analytischer Restriktionsverdau wurde durchgeführt um das Vorhandensein und 
die Orientierung eines zuvor einklonierten DNA-Fragments in einen Plasmid-Vektor 
zu überprüfen. Dies geschah mit Hilfe von Restriktionsenzymen, die an den 
flankierenden Schnittstellen in der jeweiligen multiplen Klonierungsstelle schnitten.  
Hierzu wurde 1-2 µg Plasmid-DNA mit 5 Einheiten eines entsprechenden 
Restriktionsenzyms versetzt und im vom Hersteller empfohlenen Puffer in 20 µl 
Endvolumen für 2 h bei 37°C inkubiert. Je nach Enzym konnte in Ausnahmefällen die 
Inkubationstemperatur abweichen (s. Enzymdatenblätter).  
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Sollte ein Doppelverdau, ein Verdau mit zwei Restriktionsenzymen, angesetzt 
werden, musste auf die geeigneten Pufferbedingungen der Enzyme geachtet 
werden. Waren diese nicht kompatibel, wurde zunächst mit dem einen Enzym 
verdaut und nach einer Säulen-Aufreinigung des Ansatzes (s. 4.1.8) mit dem 
anderen. Die Analyse der erhaltenen DNA-Fragmente erfolgte durch Agarose-
Gelelektrophorese (s. 4.1.13). 
 
4.1.4.2 Präparativer Restriktionsverdau 
Ein präparativer Restriktionsverdau wurde durchgeführt, um ein bestimmtes DNA-
Fragment z.B. Vektor oder Insert zu isolieren und im Folgenden umzuklonieren. 
Hierzu wurden 2-4 µg DNA mit 5-10 Einheiten der entsprechenden 
Restriktionsenzyme in dem vom Hersteller empfohlenen Puffersystem und in 30 µl 
Endvolumen bei 37°C für 2 h verdaut. Anschließend wurden daraus 5 µl entnommen 
und mittels Agarose-Gelelektrophorese die Vollständigkeit des Verdaus überprüft. 
Um die DNA-Fragmente korrekter Größe zu isolieren, wurde der gesamte restliche 
Ansatz mit 5 µl 6x DNA-Probenpuffer versetzt und in eine große Tasche eines 1%-
igen Agarosegels geladen (4.1.13). Nach vollständiger elektrophoretischer 
Auftrennung der Restriktionsfragmente wurden diese auf einer „langwelligen“ 
(320nm) UV-Durchleuchtungsplatte mit einem Skalpell ausgeschnitten, mit Hilfe 
eines Gelextraktionsverfahrens (Qiaex Agarose Gel Extraction Kit, s. 4.1.6) 
aufgereinigt und anschließend in einer Ligationsreaktion (4.1.12) eingesetzt. 
 
4.1.4.3 Partieller Restriktionsverdau 
Sollte ein cDNA Fragment durch einen Restriktionsverdau aus einem 
Expressionsvektor isoliert werden und schnitten die zu verwendeten 
Restriktionsenzyme jedoch auch innerhalb des cDNA Fragments, musste ein 
partieller Restriktionsverdau angesetzt werden. 
Hierzu wurden 2-4 µg des cDNA Konstruktes oder ein gesamter Ansatz einer DNA 
Isolation im geringen Maßstab mit dem Enzym, welches nur einmal in der multiplen 
Klonierungsstelle schnitt, in einem 40 µl-Endvolumen für 2 h bei 37°C verdaut. 
Anschließend wurde von diesem Verdau eine Gelprobe von 2 µl entnommen. Der 
Ansatz des partiellen Verdaus wurde in einem Endvolumen von 80 µl angesetzt. 
Wobei der erste Verdauansatz zusammen mit weiteren 4,5 µl des entsprechenden 
10x Puffers und 1 µl des Restriktionsenzyms, welches intern im cDNA Fragment 
schnitt, versetzt wurde. Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeführt. Der Ansatz 
des partiellen Verdaus wurde bei 37°C inkubiert. Nach 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 und 40 
min wurden jeweils 10 µl aus dem Ansatz entnommen und zu 2 µl 6x DNA-
Probenpuffer gegeben. Zu 20 µl 6x DNA-Probenpuffer wurden zuvor 5 µl 0,5 M 
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EDTA pH 8,0 pipettiert. Hiervon wurden jeweils 2 µl in 8 Eppendorf-Reaktionsgefäße 
gegeben, diese auf Eis gelagert, mit den 10 µl der jeweiligen Zeitschritte des 
partiellen Verdaus versetzt und diese bis auf weiteres auf Eis gelagert. Von allen 
Zeitschritten wurden jeweils 2 µl in die Geltaschen eines analytischen Agarosegels 
geladen und gelelektophoretisch aufgetrennt (s. 4.1.13). Anhand des 
Auftrennungsmusters wurden die Zeitschritte vereinigt, bei denen das gewünschte 
cDNA Fragment mengenmäßig stark vertreten war. Dieser vereinigte Ansatz wurde 
dann in eine große Tasche eines präparativen Agarosegels geladen (s. 4.1.4.2), die 
entsprechende Bande ausgeschnitten, aufgereinigt (s. 4.1.6) und in den neuen 
Vektor ligiert (s. 4.1.12). 
 
4.1.5 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 
 
Um eine Rückligation linearisierter Vektoren während einer Ligation zu verhindern, 
wurden deren 5’-Phosphatgruppen enzymatisch entfernt. 
Der Dephosphorylierungsschritt erfolgte durch Zugabe einer Einheit alkalischer 
Phosphatase („shrimp alkaline phosphatase“, SAP) zum präparativen 
Restriktionsverdau-Ansatz etwa 45 min bevor dieser gestoppt wurde.  
 
4.1.6 Gelextraktionsverfahren zur Aufreinigung von DNA- 
              Fragmenten 
 
Um die DNA-Fragmente nach gelelektrophoretischer Auftrennung aus einem 
Agarosegel herauszulösen wurde ein Kit System (Qiaex Agarose Gel Extraction Kit, 
Qiagen, Hilden) verwendet. 
Das ausgeschnittene Gelstück wurde gewogen, das 3-fache seines Gewichtes in µl 
an PG-Puffer zugegeben und für 10 min bei 50°C geschmolzen. Die gelöste Agarose 
inklusive der DNA-Fragmente wurde auf eine entsprechende Schleudersäule 
geladen und bei 13000 UpM zentrifugiert, wobei die DNA an sie Säulenmatrix 
gebunden wurde. Der Durchfluss wurde verworfen und die Matrix 2x mit je 500 µl 
PE-Puffer gewaschen. Anschließend wurde sie an der Luft unter einer Lampe für 6 
min getrocknet und in 35 µl TE-Puffer pH 8,0 durch wiederholtes Auftragen und 
Zentrifugieren desselben TE-Puffers eluiert. Die Zusammensetzung der Puffer PG 
und PE sind dem Herstellerprotokoll zu entnehmen. 
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4.1.7 Amplifikation von cDNA-Fragmenten durch Polymerase- 
   Kettenreaktion (PCR) 
 
Die von Mulis et al., 1987 entwickelte Methode wird zur gezielten Vermehrung von 
definierten Genabschnitten vorhandener DNA oder DNA Bruchstücke verwendet. Die 
Selektivität der PCR wird durch die Auswahl der Oligonukleotid-Primer erreicht, die 
jeweils 20-30 bp komplementär zum Ende des Matrizenstranges und zum Ende des 
Gegenstrangs der zu amplifizierenden DNA-Region sind. Im Bereich zwischen den 
Oligonukloetid-Primern findet dann eine enzymatische Duplikation der DNA-Sequenz 
statt. 
Für einen Standard-PCR Ansatz wurden etwa 5 ng linearisierte oder nicht-
linearisierte Matrizen-DNA mit 5 µl 10x PCR-Puffer, 2 mM MgCl2, je 100 ng 
Oligonukleotid-Primer, 5 µl 2 mM dNTP-Mix und 2 U Taq-DNA-Polymerase versetzt 
und auf 50 µl Endvolumen mit ddH2O aufgefüllt. Sollte die Mutationsrate in dem 
amplifizierten DNA-Fragment besonders gering sein, wurde eine DNA-Polymerase 
mit eigener Kontrollfunktion („proof-reading“) verwendet (z.B. die pfu-Polymerase, 
Roche, Mannheim). Fand die PCR-Reaktion in einem Thermocycler ohne 
Deckelheizung statt, musste jeder PCR-Ansatz mit 40 µl Mineralöl (Parafin) 
überschichtet werden, um ein Verdampfen der Probe zu verhindern. 
Das verwendete Standard-Temperaturprofil: 
 
 
 
 
 
 
 
 
  34 Zyklen 
 
 
 
 
 
 
Temperatur Dauer 
primäre DNA-Denaturierung 
 
94°C 3 min 
Denaturierung 
 
94°C 40 sec 
Annealing 
 
54°C 
 
2 min 
Extension 
 
72°C 2 min 
abschließende Elongation 72°C 10 min 
Tab. 18: Verwendetes Standard-Temperaturprofil. 
 
Konnte unter diesen PCR-Bedingungen das gewünschte cDNA-Fragment nicht 
amplifiziert werden, wurde durch Zugabe von 3, 6 oder 9% DMSO eine 
Herabsetzung der DNA-Schmelztemperatur herbeigeführt und dadurch oftmals die 
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Amplifikation des cDNA-Fragments doch noch erreicht. Zur Analyse der 
entstandenen Fragmente wurden 5 µl mit 2 µl 6x DNA-Probenpuffer und 5 µl ddH2O 
versetzt, auf ein analytisches Agarosegel aufgeladen und elektrophoretisch 
aufgetrennt (s. 4.1.13). 
 
4.1.8 Aufreinigung von PCR-Produkten sowie DNA-Fragmenten 
 
Zur Aufreinigung von PCR-Produkten nach durchgeführter PCR-Reaktion oder von 
DNA-Fragmenten nach einem Restriktionsverdau wurde ein PCR-Aufreinigungs-Kit 
von Qiagen (Qiaquick PCR-Purification Kit) verwendet.  
Hierzu wurde der PCR-Ansatz mit dem 5-fachen Volumen in µl an PB-Puffer 
versetzt, auf eine Säule mit DNA-bindender Matrix geladen und bei 13000 UpM 
zentrifugiert. Nach zweimaligen Waschen der Säule mit je 500 µl PE-Puffer und 
Lufttrocknen unter einer Lampe für 6 min wurde das DNA-Fragment in 35 µl TE-
Puffer pH 8,0 durch wiederholtes Zentrifugieren eluiert. Die Zusammensetzung der 
Puffer PB und PE sind dem Herstellerprotokoll zu entnehmen. 
 
4.1.9 Kinasierung von Oligonukleotiden  
 
Um komplementäre Oligonukleotide für spätere Ligationsreaktionen vorzubereiten, 
wurden diese an ihren 5’-Ende phosphoryliert. Bei der Phosphorylierung wurde von 
den zugesetzten ATP-Molekülen das γ-Phosphat durch die Polynukleotidkinase auf 
die jeweiligen Oligonukleotide übertragen. Durch diese Phosphorylierung wurde 
während einer Ligation die Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen den 
phosphorylierten 5‘-Enden und den entsprechenden 3‘-Enden ermöglicht. 
Für die Kinasierung wurden je 0,5 nM der Oligonukleotide eingesetzt. Bei einem 20-
mer Oligo entsprach das 3,2 µg. Die Oligonukleotide wurden mit 2 µl 10x 
Polynukleotidkinase-Puffer versetzt und mit ddH2O auf ein Volumen von 18 µl 
aufgefüllt. Der Ansatz wurde dann für 30 min bei 70°C denaturiert. Anschließend 
wurden 1 µl 10 mM ATP sowie 1 µl (=10 Einheiten) Polynukleotidkinase zugegeben 
und für 30 min bei 37°C inkubiert. Abschließend wurde das Enzym 20 min bei 70°C 
hitzeinaktiviert. Die kinasierten Oligonukleotide wurden in einem folgenden Schritt 
hybridisiert (s. 4.1.10). 
 
4.1.10 Hybridisierung komplementärer Oligonukleotide 
 
Die kinasierten Oligonukleotide mussten nun in einer sogenannten „Annealing“-Reaktion 
hybridisieren, um als Doppelstrang während der Ligationsreaktion in einen geöffneten und 
dephosphorylierten Vektor ligiert werden zu können. 
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Es wurden von beiden kinasierten Oligonukleotiden je 100 ng in 50 µl TE-Puffer / 
50 mM NaCl für die Hybridisierung eingesetzt. Der Ansatz wurde für 10 min bei 70°C 
und anschließend für 30 min bei 37°C inkubiert. Für die Ligationsreaktionen wurden 
davon 4, 10 und 20 ng verwendet. Diese „Annealing“-Reaktion sollte unmittelbar vor 
der eigentlichen Ligationsreaktion durchgeführt werden. Sollte ein sehr großes 
Oligonukleotid einkloniert werden (zwischen 40 und 80 Nukleotide), wurde dieses 
aus zwei Oligonukleotid-Paaren zusammengesetzt. Die einzelnen Oligonukleotide 
wurden so erzeugt, dass die zwei Paare eine überlappende Sequenz in der Mitte 
aufwiesen. Der erste „Anealing“-Schritt, bei dem die ersten Paare getrennt 
hybridisierten, wurde nur bis auf 40°C abgekühlt. Anschließend wurden die 
getrennten Ansätze vereinigt und weiter bis auf RT abgekühlt. Die Ligationsreaktion 
wurde sofort angeschlossen. 
 
4.1.11 Auffüllreaktion „überhängender“ Enden nach einem 
             Restriktionsverdau 
 
Die „überhängenden“ Enden von Schnittstellen unterschiedlicher Enzyme konnten 
durch eine Auffüllreaktion zu „glatten“ Enden umgestaltet werden. Die auf diese 
Weise erhaltenen Enden konnten beliebig miteinander ligiert werden. Anschließend 
war jedoch zu kontrollieren, ob die ursprünglichen Schnittstellen noch erhalten 
geblieben waren. Nach dem Verdau mit dem Enzym, dessen Schnittstelle aufgefüllt 
werden sollte und einem anschließenden Aufreinigungsschritt (s. 4.1.8), wurde eine 
Gelprobe entnommen und eine sogenannte „blunt-end“ Reaktion angesetzt. Hierzu 
wurde der gesamte Verdauansatz zusammen mit 5 µl 10x Polynukleotidkinase 
(PNK)-Puffer, 5 µl 2 mM dNTPs, 0,5 µl 100 mM rATP, 2 µl Polynukleotidkinase, 2 µl 
T4-DNA-Polymerase und ddH20 auf ein Endvolumen von 50 µl gebracht. Die 
Reaktion fand für 3 h bei 37°C statt. Die Enzyme wurden durch Inkubation für 20 min 
bei 72°C hitzeinaktiviert. Anschließend wurde 1 µl des Enzyms zugegeben, dessen 
Schnittstelle erhalten bleiben sollte, und der Ansatz nochmals für 1 h bei 37°C 
inkubiert. Das cDNA-Fragment wurde dann über ein präparatives Agarosegel 
aufgereinigt (s. 4.1.4.2) und konnte im folgenden in einer Ligationsreaktion (s. 4.1.12) 
eingesetzt werden. 
 
4.1.12 Ligation von DNA-Fragmenten 
 
Bei einer Ligation wird mit Hilfe der T4-DNA-Ligase eine Phosphodiester-Bindung 
zwischen einer 5‘-Phosphatgruppe und einer 3‘-OH-Gruppe zweier DNA-Stränge 
gebildet. 
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Für die Ligation wurden 50 ng linearisierte und dephosphorylierte Vektor-DNA 
verwendet. Das einzuklonierende DNA-Fragment wurde dazu in einem molaren 
Verhältnis von 1:5 bis 1:10 eingesetzt. Die Ligationsreaktion wurde in einem 
Endvolumen von 20 µl angesetzt. Hierzu wurden 2 µl des 10x Ligasepuffers und eine 
Einheit T4-DNA-Ligase zugegeben. Die Ligation erfolgte dann über Nacht bei 4°C. 
Am nächsten Tag wurde aus jedem Ligationsansatz 5 µl entnommen und zur 
Transformation kompetenter Bakterienzellen eingesetzt (s. 4.1.2) oder bei –20°C 
eingefroren. 
 
4.1.13 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten in 
einem elektrischen Feld, aufgrund ihrer unterschiedlich starken negativen Ladung. 
Dabei ist die Wandergeschwindigkeit der Fragmente innerhalb eines bestimmten 
Größenbereiches umgekehrt proportional zur Fragmentgröße. Hierbei sollte die 
Agarosekonzentration im Gel und damit seine Feinmaschigkeit dem gewünschten 
Auftrennungsbereich angepasst werden (Tab. 19). Diese Methode wurde zur 
Charakterisierung oder Reinigung von Plasmid-DNA nach Restriktionsverdauen oder 
PCR-Amplifikation eingesetzt.  
 
Agarose-Konzentration Trennungsbereich in Kilobasen (kb) 
0,7%     1-30 
1,0%   0,5-10 
1,2%  0,4-7 
1,5%  0,2-3 
2,0% 0,05-2 
             Tab. 19: Agarosekonzentration und Trennbereiche in kb für DNA-Fragmente. 
 
Häufig wurde ein 1%iges Agarosegel (SeaKem LE-Agarose, Biozym, Oldendorf) in 
1x TBE verwendet (s. Puffer und Lösungen). Die Agarose wurde in 1x TBE durch 
Aufkochen in Lösung gebracht. Nach Abkühlen auf ca. 50°C wurden 3 µl 
Ethidiumbromid (10 mg/ml) dazugegeben, die Agarose gegossen und der Kamm zur 
Formung der Geltaschen eingesetzt. Nach ca. 20 min war das Gel bei RT 
ausgehärtet, konnte in eine entsprechende Elektrophoreseapparatur gelegt und mit 
1x TBE begossen werden. Pro Geltasche wurden 12 µl Probe geladen, welche 
bereits mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt worden war. Die Elektrophorese erfolgte 
bei 70-90 V ohne Begrenzung der Stromstärke. Zur Abschätzung der Fragmentgröße 
wurde stets ein DNA-Größenstandard (s. 3.5.1) mit aufgeladen. Nach Beendigung 
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der Elektrophorese wurde das Gel mit Hilfe einer Geldokumentationsanlage bei 280 
nm UV-Bestrahlung dokumentiert. 
 
4.1.14 Animpfen einer Bakterienkultur 
 
Nach erfolgreicher Transformation kompetenter Bakterienzellen sollten am nächsten 
Tag einige Kolonien auf den Selektionsplatten gewachsen sein. Zur Durchführung 
einer DNA-Präparation im kleinen Maßstab mussten zunächst einzelne Kolonien mit 
sterilen Zahnstochern abgenommen und damit je 2 ml flüssiges Selektionsmedium, 
mit 100 µg/ml Antibiotika, angeimpft werden. Es folgte eine Inkubation für mindestens 
6 h bei 37°C in einem Schüttelinkubator bei 250 UpM. Aus der so erhaltenen 
Vorkultur konnte anschließend eine DNA-Präparation im kleinen Maßstab 
durchgeführt werden (s. 4.1.15.1). 
Zur Durchführung einer DNA-Präpartion im großen Maßstab (s. 4.1.15.2) wurde eine 
200 ml Bakterienkultur in flüssigem Selektionsmedium (100 µg/ml) angesetzt. Diese 
wurde allerdings über Nacht bei 37°C und 250 UpM inkubiert. 
 
4.1.15 Präparation von Plasmid-DNA 
 
4.1.15.1 Präparation von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab 
Die gewünschte Plasmid-DNA wurde nach Transformation in einem geeigneten E. 
coli Bakterienstamm durch dessen Kultivierung vermehrt. Zur Amplifikation von 
cDNA-Konstrukten in Plasmid-Vektoren mit dem Kanamycin-Resistenzgen wurden 
die Stämme E. coli TG1, DH5αTM-T1R oder SCS110 verwendet. cDNA-Konstrukte in 
Plasmid-Vektoren mit dem Ampicillin-Resistenzgen wurden in den Stamm E. coli 
sure transformiert und vermehrt. 
Mit Hilfe des QIAprep Spin-miniprep Systems (Qiagen, Hilden) wurde aus 2 ml-
Bakterienvorkulturen Plasmid-DNA isoliert. Dazu wurden die Vorkulturen bei 13000 
UpM in einer Eppendorfzentrifuge abzentrifugiert und die Bakteriensedimente mit 250 
µl Puffer P1 + RNase (50 µg/ml) resuspendiert. Anschließend wurden 250 µl Puffer 
P2 dazugegeben und der Ansatz durch Invertieren gemischt. Nach Zugabe von 350 
µl Puffer N3 wurde abermals durch Invertieren gemischt und für 10 min bei 13000 
UpM zentrifugiert. Der Überstand wurde vollständig auf eine QIAprep-DNA-bindende 
Säule gegeben und diese nochmals für 1 min bei 13000 UpM zentrifugiert. Der 
Durchfluss wurde verworfen und die Säule mit 750 µl Puffer PE gewaschen, indem 
nochmals für 1 min bei 13000 UpM zentrifugiert wurde. Die Säule wurde 
anschließend in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und die DNA durch 
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Zugabe von 35 µl Puffer EB durch einen weiteren Zentrifugationsschritt von der 
Säule eluiert. 
(Zusammensetzung der Puffer kann dem Qiagen-Herstellerprotokoll entnommen 
werden). Die DNA wurde schließlich stets so verdünnt, dass sie in einer 
Endkonzentration von 0,5-1 µg/µl vorlag. 
 
4.1.15.2 Präparation von Plasmid-DNA im großen Maßstab 
Dieses Verfahren wurde, wie die DNA-Präparation im kleinen Maßstab, zur 
Aufreinigung von Plasmid-DNA mit Hilfe des QIAprep Spin Maxiprep Kits von Qiagen 
(Hilden) aus Bakterien verwendet.  
Die 200 ml-Bakteriengroßkulturen wurden nach Über-Nacht-Inkubation in 250 ml-
Zentrifugenbecher überführt und bei 5000 UpM und 4°C für 10 min abzentrifugiert. 
Die Bakteriensedimente wurden entweder sofort weiter verarbeitet oder in 40 ml 
Selektionsmedium resuspendiert, in 50 ml Falcongefäße umgefüllt, nochmals für 10 
min bei 5000 Upm abzentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C 
eingefroren. 
Das Bakteriensediment wurde in 20 ml Puffer P1 + RNase (50 µg/ml) auf Eis gut 
resuspendiert. Anschließend wurde das Resuspensat eines Ansatzes in zwei 
kleinere Zentrifugenröhrchen überführt, je 10 ml Puffer P2 dazugegeben und durch 
Invertieren gemischt. Vom vorgekühlten Puffer P3 wurden dann je 10 ml 
dazugegeben, gemischt und der Ansatz für 20 min weiter auf Eis inkubiert. 
Anschließend wurde für 45 min bei 4°C mit 18000 UpM zentrifugiert. Falls der 
Überstand danach noch nicht geklärt war, wurde dieser filtriert und schließlich auf, 
mit 10 ml QBT-Puffer äquilibrierten Quiagen-Tip 500-Säulen (DNA-Bindungskapazität 
von ca. 100 µg) geben. Danach wurde die Säule 2x mit 30 ml QC-Puffer gewaschen 
und die DNA mit 15 ml QF-Puffer eluiert. Das Eluat wurde in einem neuen Falcon-
Gefäß aufgefangen, in welches bereits 25 ml 100%-iges eiskaltes Ethanol zur 
Fällung der DNA vorgelegt worden war. Anschließend wurde die eluierte DNA bei 
4°C für 30 min bei 5000 UpM sedimentiert und der ÜB verworfen. Die DNA wurde in 
5 ml 70%-igem Ethanol gewaschen und nochmals für 10 min bei 4°C und 5000 UpM 
zentrifugiert. Nach Entfernen des Ethanols und Trocknen der DNA wurde diese in 
200-400 µl TE (10 mM Tris/ 0,1 mM EDTA, pH 8) je nach Sedimentgröße 
aufgenommen, so dass die Endkonzentration 0,5-1 µg/µl betrug. (Zusammensetzung 
der Puffer kann dem Qiagen-Herstellerprotokoll entnommen werden). 
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4.1.16 Sequenzierung von Plasmid-DNA 
 
Die DNA-Sequenzierung wurde zur Überprüfung der Sequenzübereinstimmung mit 
der ursprünglichen Sequenz oder nach Einfügen von Oligonukleotidsequenzen nach 
einer Klonierung vorgenommen. Alle DNA-Sequenzierungen wurden mit Hilfe eines 
automatischen DNA-Sequenzierers durchgeführt. Das Verfahren beruht auf dem 
Prinzip von Sanger et al. (1977) unter Verwendung fluoreszenzmarkierter 
Didesoxynukleotide. Alle DNA-Sequenzierungen wurden von Andreas Hunziker 
(DKFZ, Heidelberg) durchgeführt. 
 
4.1.17 “Dot-Blot”-Verfahren 
 
Diese Methode wurde in Anlehnung an ein „Southern-Blot“-Verfahren durchgeführt, 
bei dem DNA nach elektrophoretischer Auftrennung auf eine Nitrocellulosemembran 
transferiert und dort immobilisiert wird (Southern E.M., 1975). Mit einer radioaktiv 
markierten Sonde können dann bestimmte Sequenzbereiche darauf detektiert 
werden. Allerdings wurde bei der abgewandelten Methode auf eine 
elektrophoretische Auftrennung der DNA verzichtet und diese nach Isolation aus den 
Hefezellen direkt auf die Nitrocellulosemembran aufgetropft und immobilisiert. 
 
4.1.17.1 Immobilisierung der DNA auf einen Nitrocellulosefilter 
(Durchführung in Anlehnung an Maniatis, Molecular Cloning) 
Lösungen: 
Denaturierungspuffer:  0,5 M NaOH 
        1 M NaCl 
 
Neutralisationspuffer:  1,5 M NaCl 
     0,5 M Tris-HCl pH 7,4 
 
20x SSC-Puffer:      3 M NaCl 
     0,3 M Tri-Natrium-Citrat pH 7,0 
 
Die aus den Hefezellen isolierte DNA wurde 1:100 in ddH2O verdünnt und davon je  
1 µl auf den Nitrocellulosefilter (Schleicher und Schuell, Dassel) getropft. Als 
Positivkontrolle wurden 10 ng der humanen cDNA von Vimentin im pDS5 Vektor 
aufgetragen. Nach dem die Tropfen eingezogen waren, wurde der Nitrocellulosefilter 
für 5 min auf 2 Whatman-Papiere gelegt, die zuvor mit Denaturierungspuffer getränkt 
worden waren. Anschließend wurde er für 5 min auf Whatman-Papieren inkubiert, die 
zuvor mit Neutralisationspuffer und schließlich für 5 min auf Whatman-Papiere 
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gelegt, die mit 2x SSC getränkt worden waren. Nachdem der Filter dann für 35 min 
auf frischen Whatman-Papieren an der Luft getrocknet war, wurde er für 2 h bei 80°C 
im Vakuumbackofen gebacken. 
 
4.1.17.2 Herstellung der radioaktiv-markierten Sonde 
Die gesamte cDNA des humanen Vimentins wurde über NcoI/EcoRI aus dem pDS5 
Vektors ausgeschnitten und über ein präparatives Gel (s. 4.1.4.2) aufgereinigt. Die 
radioaktive Sonde wurde durch Markierung der gesamten Vimentin cDNA mit 32P-
dCTP hergestellt. Hierzu wurde die Methode des „random prime labeling“ von 
Feinberg und Vogelstein (1983) verwendet.  
Lösungen: 
OLB-Puffer (5x):          1 M HEPES pH 6,6 
       25 mM MgCl2
     250 mM Tris-HCl, pH 8,0 gelöst in 550 µl TE 
     100 mM dATP, dGTP, dTTP 
       50 mM β-Mercaptoethanol 
    0,41 mM Hexanukleotide 
 
100 ng DNA-Fragment wurden in 21 µl ddH2O 5 min bei 95°C denaturiert und 
anschließend sofort auf Eis gelagert. Nach Zugabe von 5 µl 5x OLB-Puffer, 5 µl  
32P-dCTP (10 µC/µl) und 10 µl DNA-Polymerase I-Klenow (2 U/µl, MBI Fermentas, 
St. Leon-Roth) wurde der Ansatz in einem Endvolumen von 50 µl für 90 min bei 37°C 
inkubiert. Anschließend erfolgte die Denaturierung des Enzyms, indem der Ansatz für 
10 min bei 72°C inkubiert wurde. Nach erneuter Denaturierung für 5 min bei 95°C 
konnte die Sonde zur Hybridisierung eingesetzt werden. Pro Hybridisierungsreaktion 
wurden zwei Sondenansätze verwendet. 
 
4.1.17.3 Qualitätsprüfung der radioaktiv-markierten Sonde 
Zur Qualitätsprüfung der radioaktiv-markierten Sonde wurde vor der Hybridisierungs-
reaktion die Sonde auf ein 6%-iges Sequenzgel geladen. 
Lösungen: 
Sequenzgel-Stocklösung für 250 ml:  15 g Acrylamid 
       0,5 g Bisacrylamid     zuvor deionisieren 
       125 g Harnstoff 
       25 ml 10x TBE 
 
Sequenzgel (50 ml):   50 ml Sequenzgel-Stocklösung 
     500 µl APS (10%) 
     20 µl TEMED (konz.) 
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Elektrophorese-Laufpuffer: 1x TBE 
 
Sequenzgel-Ladepuffer:  10 ml Formamid 
     0,5 M EDTA pH 8,0 (200 µl) 
     10 mg Bromphenolblau 
 
Zum Gießen des Sequenzgels wurden 2 große Glasplatten verwendet. Vor dem 
Beladen mit den Proben sollte es für 15 min bei 170 V und geringer Stromstärke zur 
Erwärmung vorlaufen. Zu einem Reaktionsansatz des „random prime labeling“ 
wurden 50 µl Sequenzgel-Ladepuffer gegeben. Als Positivkontrolle wurden 19 µl 
ddH2O mit 1 µl 32P-dCTP (10 µC/µl) versetzt. Beide Gelproben wurden vor dem 
Beladen 5 min bei 95°C denaturiert. Es wurden jeweils 2 µl in die Geltaschen des 
Sequenzgels geladen. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proben 
wurde ein Autoradiogramm erzeugt. 
 
4.1.17.4 Hybridisierungsreaktion 
(Durchführung in Anlehnung an Maniatis, Molecular Cloning) 
Nachdem die radioaktiv-markierte Sonde überprüft worden war, konnte die 
eigentliche Hybridisierungsreaktion angesetzt werden. 
Lösungen: 
6x SSC-Lösung:   3 M NaCl 
     0,3 M Tri-Natrium-Citrat pH 7,0 
 
Prähybridisierungs-Puffer:  50% Formamid 
     5x SSC 
     5x Denhardt’s 
     1% SDS 
     100 µg/ml Hefe-Gesamt-RNA 
     (dieser Puffer kann bei –20°C gelagert werden) 
 
Waschlösung:   0,1x SSC 
     0,1% SDS 
 
Die Nitrocellulosemembran mit der darauf immobilisierten DNA wurde in 100 ml 6x 
SSC-Lösung äquilibriert. Anschließend wurde die Membran in 200 ml 
Prähybridisierungs-Lösung für 4 h bei 42°C und 50 UpM inkubiert. Von der restlichen 
Prähybridisierungs-Lösung wurden 50 ml entnommen und diese bei 42°C erwärmt. 
Nach 4 h wurde die Prähybridisierungs-Lösung verworfen und gegen die zuvor 
 
 Methoden 53 
 
erwärmte ersetzt. Die Sonden-Ansätze wurden 10 min bei 95°C denaturiert und 
sofort auf Eis gestellt. Pro Hybridisierungsansatz wurden zwei Sonden-Ansätze 
verwendet. Diese wurden zu der frischen Prähybridisierungs-Lösung gegeben, 
welche dadurch zur Hybridisierungs-Lösung wurde. Die Reaktion fand über Nacht bei 
42°C und 50 UpM statt. Am nächsten Tag wurde die Hybridisierungs-Lösung gegen 
die bereits bei 60°C vorgewärmte Waschlösung ausgetauscht. Die Hybridisierungs-
Lösung wurde bei –20°C aufbewahrt und konnte 2-3 Wochen verwendet werden. 
Das Waschen der Membran fand in einem Wasserschüttelbad bei 60°C statt. Dabei 
wurde insgesamt 2x für 20 min mit Waschlösung gewaschen. Mit dem Müller-
Zählrohr wurde überprüft, wie hoch die Aktivität der Membran und der Waschlösung 
war. War diese auf der Membran noch zu hoch konnte die Temperatur auf bis zu 
68°C erhöht und weitere Waschschritte angeschlossen werden. Nach Beendigung 
des Waschens wurde die Membran in Frischhaltefolie eingewickelt und ein 
Autoradiogramm davon erstellt. 
 
 
4.1.18 Herstellung von Expressionskonstrukten  
 
4.1.18.1 Expressionskonstrukte zur Transformation von Hefezellen 
 
1.) Xenopus Vimentin Rod in pGBKT7 (XlVimRod /pGBKT7) 
Die cDNA des Xenopus Vimentin-Rod existierte bereits im pDS5-Vektor (Q463) 
(EMBL Genbank-Nr. X16843, Herrmann et al., 1993). Die Rod-Domäne konnte über 
die Schnittstellen NcoI und EcoRI aus diesem Konstrukt herausgeschnitten und über 
dieselben Schnittstellen in den Hefevektor pGBKT7 einkloniert werden (Maxi 17/18). 
Das neue „bait“-Konstrukt wurde ansequenziert. 
 
2.) Modifikation des Hefevektors pGADT7 (Clontech, Heidelberg) 
Dieser Hefevektor musste modifiziert werden, damit alle zu testenden Hefeklone im 
richtigen Leseraster in diesen Vektor umkloniert werden konnten. Diese Hefeklone 
wurden anschließend wieder in den Hefestamm AH109 (XlVimRod) bzw. AH109 
(pGBKT7) zurück transformiert. Außerdem besaß dieser Vektor ein HA-
Markierungsepitop und einen T7-Promotor, was sein Vorgänger pGAD-GH, in dem 
die HeLa cDNA-Bibliothek ursprünglich einkloniert worden war, nicht besaß. 
Um diese Modifizierung durchführen zu können, wurden folgende Oligonukleotide 
verwendet: 
ak9.1 Sinnstrang: 5’-T ATG GCC ATG GAG GCC AGG-3’ 
ak9.2 Gegenstrang: 5’-AAT TCC TGG CCT CCA TGG CAA-3’ 
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Durch die Einklonierung dieses Oligonukleotid-Paars über die Schnittstellen NdeI und 
EcoRI wurde in der multiplen Klonierungstelle des Vektors pGADT7 vor der EcoRI-
Schnittstelle ein Nukleotid eliminiert. Der so modifizierte Vektor wurde pGADT7(-1) 
(Maxi 43) genannt. Um alle drei Leserastervarianten in diesen Vektor einklonieren zu 
können, musste eine weitere Modifizierung durchgeführt werden. Durch die 
Einklonierung eines weiteren Oligonukleotid-Paars über die Schnittstellen NdeI und 
EcoRI wurden vor der EcoRI-Schnittstelle zwei Nukleotide eliminiert. 
Hierzu wurden folgende Oligonukleotide verwendet: 
ak10.1 Sinnstrang: 5’-T ATG GCC ATG GAG GCC AG-3’ 
ak10.2 Gegenstrang: 5’-AAT TCT GGC CTC CAT GGC CA-3’ 
Dieser Vektor wurde pGADT7(-2) (Maxi 44) genannt. Die multiplen 
Klonierungsstellen beider Vektoren wurden durch Sequenzierung überprüft. 
 
3.) Hefeklone wurden nach dem „Y2H-Screen“ in den pGADT7(-1) oder  
     pGADT7(-2) umkloniert 
Nach Transformation einiger interessanter Hefeklone in den Bakterienstamm 
DH5αTM-T1R und anschließender DNA-Präparation im kleinen Maßstab, wurden die 
Klone, die sich noch im pGAD-GH Vektor befanden, über EcoRI und XhoI 
ausgeschnitten und in den neueren modifizierten Vektor pGADT7(-1) oder pGADT7 
(-2) umkloniert. Dabei war zu beachten, dass die Hefeklone das gleiche Leseraster 
wie die Aktivierungsdomäne und das HA-Markierungsepitop aufwiesen. Diese 
Klonierungsstrategie gilt nicht für Klone, die mit einem * markiert sind. Die 
Beschreibung der Klonierungsstrategie dieser Klone ist im Folgenden aufgeführt. 
 
K23 /pGADT7(-1)  EcoRI / XhoI  Maxi 60  
K153 /pGADT7(-1)  EcoRI / XhoI  Maxi 48 
K294 /pGADT7(-1)  EcoRI / XhoI  Maxi 65 
K297 /pGADT7(-1)  EcoRI / XhoI  Maxi 66 
K298 /pGADT7(-1)  EcoRI / XhoI  Maxi 67 
K318 /pGADT7(-1)  partieller Verdau Maxi 68    * 
K318vL /pGADT7(-1) EcoRI / BamHI Maxi 100  * 
K360 /pGADT7(-1)  EcoRI / XhoI  Maxi 52 
K433 /pGADT7(-2)  EcoRI / XhoI  Maxi 71 
K754 /pGADT7(-1)  EcoRI / XhoI  Maxi 55 
 
* K318 /pGADT7(-1) 
Klon 318 besaß eine interne XhoI-Schnittstelle. Dies musste bei der Umklonierung 
berücksichtigt werden. Um ihn trotzdem über die EcoRI und XhoI-Schnittstellen in 
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den pGADT7(-1) klonieren zu können, musste ein partieller Restriktionsverdau 
durchgeführt werden (s. 4.1.4.3). 
 
* K318vL /pGADT7(-1) 
Da die komplette cDNA von K318 ebenfalls eine interne XhoI-Schnittstelle besaß, 
konnte die herkömmliche Umklonierung (über EcoRI/XhoI) nicht angewendet werden. 
Sie wurde aus dem eukaryontischen pEGFP-C1 Vektor (s. Klonierung von 
K318vL/pGADT7(-1)) über EcoRI und BamHI herausgeschnitten und in den 
pGADT7(-1) Vektor einkloniert.  
 
 
4.1.18.2 Expressionskonstrukte zur Transformation von Bakterienzellen 
 
1.) Modifikation des pGEX 4T1  
Um GST-Fusionsproteine in BL21(DE3) exprimieren zu können, musste zunächst die 
cDNA des entsprechenden Proteins in einen Vektor kloniert werden, der einen 
Sequenzabschnittes der cDNA des Glutathion-S-Transferase-Gens (GST) enthielt. 
Die Expression der GST-Fusionsproteine in BL21(DE3)-Bakterien, deren cDNA sich 
in sogenannten pGEX-Plasmiden (Amersham Pharmacia) befinden, kann durch die 
Zugabe von IPTG, einem Lactose-Analog: isopropyl®-thiogalactosid, stark induziert 
werden. 
Auch bei der Klonierung der cDNAs in die pGEX-Vektoren war darauf zu achten, 
dass sich diese im gleichen Leseraster wie das des GST befanden. 
Da dies bei der Klonierung der cDNA der Vimentin-Rod-Domäne nicht gegeben war, 
wurde zunächst der pGEX 4T1-Vektor modifiziert, indem eine NcoI-Schnittstelle in 
dessen multiple Klonierungsstelle eingefügt wurde. Um diese Modifizierung 
durchführen zu können, wurden folgende Oligonukleotide verwendet: 
ak11.1 Sinnstrang: 5’-GAT CCT CCA TGG CGG-3’ 
ak11.2 Gegenstang: 5’-AAT TCC GCC ATG GAG-3’ 
Durch die Einklonierung des Oligonukleotid-Paars über die Schnittstellen BamHI und 
EcoRI wurde die multiple Klonierungstelle des pGEX 4T1 um eine NcoI-Schnittstelle 
erweitert. Der Vektor wurde pGEX 4T1(NcoI) genannt und dessen multiple 
Klonierungsstelle sequenziert (Maxi 63). 
 
2.) Xenopus Vimentin-Rod in pGEX 4T1(NcoI) (XlVimRod /pGEX 4T1(NcoI) 
Die Xenopus Vimentin-Rod-Domäne wurde über die Schnittstellen NcoI und EcoRI 
aus dem pDS5-Vektor (Q463) in den pGEX 4T1(NcoI) umkloniert. Das neue 
Konstrukt wurde durch Sequenzierung überprüft. (Maxi 72). 
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3.) Murines p53 in pGEX 4T1 (p53 /pGEX 4T1) 
Als Positivkontrolle für den „GST-pull-down“ Versuch wurde getestet unter welchen 
Pufferbedingungen die gegebene Interaktion zwischen murinem p53 und dem SV40 
T-Antigen nachgewiesen werden konnte. Diese Bindung ist als starke Interaktion 
schon beschrieben worden (Estojak et al., 1995). 
Das murine p53 wurde aus dem pGBKT7 über die Schnittstellen EcoRI und SalI 
herausgeschnitten und über die gleichen Schnittstellen in den pGEX 4T1 Vektor 
eingesetzt (p53: Aminosäure 72-390, Genbanknummer: K01700). Das neue 
Konstrukte wurde ansequenziert (Maxi 75). Die Klonierung wurde von Dr. Joachim 
Marhold (DKFZ, Heidelberg) durchgeführt. 
 
4.) Lamin C in pGEX 4T1 (LamC /pGEX 4T1) 
Als Negativkontrolle für den „GST-pull-down“ Versuch wurde getestet ob unter den 
für das p53-Protein beschriebenen Pufferbedingungen das humane Lamin C mit dem 
T-Antigen aus dem SV40 Virus interagierte. In diesem Fall sollte es zu keiner 
Interaktion kommen.  
Das Lamin C wurde aus dem pGBKT7-Lam Konstukt (Clontech, Heidelberg) über die 
Schnittstellen EcoRI und SalI herausgeschnitten (humanes Lamin C: Aminosäure 66-
230, Genbanknummer: M13451). und über die gleichen Schnittstellen in den pGEX 
4T1 Vektor eingesetzt. Das neue Konstrukt wurde ebenfalls ansequenziert (Maxi 74). 
 
4.1.18.3 Expressionskonstrukte zur Transfektion von eukaryontischen  
                Kulturzellen 
 
1.) K23vL /pEGFP-C1  BspEI / XhoI  Maxi 96 
Der die komplette cDNA von K23 wurde vom Deutschen Ressourcen Zentrum für 
Genomforschung, Berlin (RZPD) bezogen. Der Klon befand sich in dem pCMV-
SPORT6 Vektor transformiert in E.coli-Zellen. Nachdem die cDNA aus den Bakterien 
isoliert und die Sequenz durch Sequenzierung überprüft worden war, konnte auf 
diesem Konstrukt eine PCR Reaktion durchgeführt werden. Hierfür wurden folgende 
Oligonukleotid-Primer verwendet: 
ak23.1 Sinnstrang: 5’-GAG AGA TCC GGA ATG GAT GCG TGG TCC TTG GCA 
                                    CCG-3’ 
ak23.2 Gegenstrang: 5’-GAG AGA CTC GAG TTA ACT GGC TGG GCA TTC CAC  
                                       AGC-3’ 
Das Temperaturprofil ist im Methodenteil Tab.18 dargestellt. Auf diese Weise wurde 
die gesamte cDNA von K23 mit einer BspEI-Schnittstelle am 5’-Ende und einer XhoI-
Schnittstelle am 3’-Ende amplifiziert. Das amplifizierte cDNA Fragment war 714 bp 
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groß und wurde über diese beiden Schnittstellen in den pEGFP-C1 Vektor (Clontech, 
Heidelberg) umkloniert. 
 
2.) K153vL /pEGFP-C1  EcoRI / XhoI  Maxi 88 (XhoI schneidet nicht mehr) 
Von K153 konnte bereits die komplette Sequenz aus der HeLa Bibliothek gewonnen 
werden. Um diesen Klon in den pEGFP-C1 Vektor umklonieren zu können, wurde er 
aus dem pGADT7(-1) Vektor, in welchen er zuvor einkloniert worden war (Maxi 48), 
mit den Enzymen EcoRI und XhoI ausgeschnitten. Das umzusetzende Fragment 
hatte eine Größe von ~760 bp. Da der pEGFP-C1 Vektor keine passende XhoI-
Schnittstelle in seiner multiplen Klonierungstelle besaß, aber eine SaI-Schnittstelle 
zur Verfügung stand, wurde der Vektor mit den Enzymen EcoRI und SalI geöffnet. 
Die Enzyme XhoI und SalI haben sogenannte „kompatible kohesive Enden“, die nach 
dem Restikitonsverdau miteinander ligiert werden können. Nach der Ligation konnte 
das Insert allerdings nicht mehr über EcoRI und XhoI herausgeschnitten werden. In 
diesem Fall war eine Isolation über die Schnittstellen EcoRI und BamHI möglich. 
Dieses Konstrukt wurde ebenfalls durch Sequenzierung überprüft (Maxi 88). 
 
3.) KT3_K294vL /pEGFP-C1 KspI / SalI  Maxi 80 
Die gesamte cDNA von K294 wurde vom RZPD bezogen. Der Klon befand sich in 
dem pCMV-SPORT6 Vektor transformiert in E.coli-Zellen. Nachdem die cDNA aus 
den Bakterien im großen Maßstab isoliert worden war, wurde sie mit den Enzymen 
EcoRI und NotI herausgeschnitten und über diese Schnittstellen in einen Blueskript- 
Vektor (Bpt KS+) ligiert. Auf dieser cDNA wurde dann eine PCR Reaktion 
durchgeführt, wobei ein Fragment entstand, welches 733 bp groß war, am 5’-Ende 
eine NcoI-Schnittstelle nach der EcoRI-Schnittstelle besaß und am 3’-Ende eine 
SpeI-Schnittstelle. Dieses neu amplifizierte Fragment sollte dann gegen das 
ursprüngliche Fragment in der cDNA (ohne NcoI-Schnitt) durch die Enzyme EcoRI/ 
Spe I ausgetauscht werden. Folgende zur Amplifikation benötigten Oligonukleotid-
Primer wurden verwendet: 
ak12.3 Sinnstrang: 5’-GAG AGA GAA TTC AGC ACC ATG GAG GGG GAG AGT 
                                    ACG TCG-3’ 
ak12.2 Gegenstrang: 3’-CTG TTT ACA TCC TTT ACT AGT TTA TCT ACT GCT TGT 
                                       TCT CTC-3’ 
Durch das Öffnen des neuen Konstrukts mit den Enzymen EcoRI und NcoI wurde es 
möglich gemacht, ein KT3-Markierungsepitop am 5’-Ende über eine 
Oligonukleotidklonierung gerichtet einzusetzen. Die Sequenz des eingefügten KT3-
Markierungsepitops lautete: KPPTPPPEPET: Dazu wurden folgende Oligonukleotid-
Primer verwendet: 
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ak14.1 Sinnstrang: 5’-AA TTC AGC ACC ATG GAG AAA CCA CCA ACT CCA CCA  
                                   CCA GAA CCA GAA ACA AG-3’ 
ak14.2 Gegenstrang: 5’-CAT GCT TGT TTC TGG TTC TGG TGG TGG AGT TGG  
                                       TGG TTT CTC CAT GGT GCT G-3’ 
Das neue Konstrukt, KT3_K294vL befand sich noch im „Blueskript“-Vektor. Es wurde 
im kleinen Maßstab amplifiziert, isoliert und zum Sequenzieren gegeben. Dieses 
neue Konstrukt wurde anschließend über die beiden Schnittstellen SalI und 
SacII=Ksp1 aus dem Blueskript-Vektor ausgeschnitten und über die gleichen 
Schnittstellen in den pEGFP-C1 Vektor umgesetzt. Dabei war darauf zu achten, dass 
sich das Konstrukt im selben Leseraster wie das GFP Protein befand. Da das Enzym 
KspI in einem L-10x Puffer schnitt, SalI aber in einem H-10x Puffer, mussten durch 
Zugabe von 40 mM Tris-HCl pH 7,5 und 100 mM NaCl nach dem KspI Verdau, für 
das Enzym SalI erst die optimalen Pufferbedingungen geschaffen werden. Nach 
Zugabe von 1 µl SalI wurde anschließend noch mal für 1 h verdaut. Da der 
„Blueskript“-Vektor annähernd die gleiche Größe wie das auszuschneidende 
Fragment besaß, wurde er durch Zugabe von AseI nochmals verkleinert. Das neue 
Konstrukt KT3_K294vL /pEGFP-C1 wurde im großen Maßstab amplifiziert und durch 
Sequenzierung überprüft (Maxi 80). 
 
4.) K297vL /pEGFP-C1  BspEI / XhoI  Maxi 93 
Die komplette cDNA wurde vom RZPD bezogen. Der Klon befand sich in dem 
pOTB7 Vektor transformiert in E.coli-Zellen. Nachdem die cDNA aus den Bakterien 
im kleinen Maßstab isoliert worden war wurde sie zum Sequenzieren gegen. Auf 
dieser cDNA wurde anschließend eine PCR Reaktion durchgeführt. Die dazu 
verwendeten Oligonukleotid-Primer waren: 
ak22.1 Sinnstrang: 5’-GAG AGA TCC GGA ATG AGC AAC AAA GAA GGA TCA 
                                    GGA GGG 
ak22.2 Gegenstrang: 5’-GAG AGA CTC GAG CTA AGA AAT GCC CTC TTC TTG 
                                       ATC TAT C 
Die gesamte cDNA von K297, mit einer BspEI-Schnittstelle am 5’-Ende und einer 
XhoI-Schnittstelle am 3’-Ende, wurde mit einer Größe von 886 bp amplifiziert und 
anschließend über diese beiden Schnittstellen in den pEGFP-C1 Vektor umkloniert. 
Das neue Konstrukt wurde im großen Maßstab hergestellt und zum Sequenzieren 
gegeben (Maxi 93). 
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5.) K318vL /pEGFP-C1  BspEI / PstI  Maxi 81 
Auch die komplette cDNA von K318 wurde vom RZPD bezogen. Der Klon befand 
sich in dem pOTB7 Vektor transformiert in E.coli-Zellen. Nachdem die cDNA aus den 
Bakterien isoliert und zum Sequenzieren gegen worden war, wurde sie im großen 
Maßstab hergestellt und mit den Enzymen EcoRI und PstI aus dem Vektor 
geschnitten. Zur Verkleinerung der Vektorbande, musste zusätzlich mit NotI verdaut 
werden. Das umzusetzende Fragment war 1774 bp groß. Der pEGFP-C1 Vektor 
wurde ebenfalls mit den Enzymen EcoRI und PstI geschnitten. Auf diese Weise 
konnte die gesamte cDNA von K318 aus dem pOTB7 in den pEGFP-C1 Vektor 
umgesetzt werden. Das neue Konstrukt wurde im großen Maßstab amplifiziert und 
zum Sequenzieren gegeben (Maxi 81). 
 
6.) K318vL /pECFP-C1  NcoI / PstI  Maxi 103 
Die gesamte cDNA von K318 sollte im Verlauf dieser Arbeit auch in den pECFP-C1 
Vektor kloniert werden. Hierzu wurde sie aus dem RZPD-Vektor pOTB7 mit den 
Enzymen NcoI und PstI ausgeschnitten. Der pECFP-C1 Vektor wurde mit den 
Enzymen BglII und PstI geöffnet. Die „überhängenden“ Enden der Schnittstellen NcoI 
des Inserts und BglII des Vektors wurden in einer Auffüllreaktion zu „glatten“-Enden 
und konnten somit miteinander ligiert werden (s. 4.1.11 und 4.1.12). Im neuen 
Konstrukt blieb die NcoI-Schnittstelle erhalten. Es wurde im großen Maßstab 
amplifiziert und durch Sequenzierung überprüft (Maxi 103). 
 
7.) myc_K360vL /pcDNA3.1    Maxi 91 
Die cDNA von diesem Konstrukt war ein Geschenk von Dr. Junjie Chen, Mayo Clinic 
Rochester Main, USA. Sie wurde in E.coli sure Bakterien transformiert, im großen 
Maßstab amplifiziert und zum Sequenzieren gegeben. Der codierende Bereich der 
cDNA war 4568 bp groß. Die komplette cDNA von diesem Klon wurde nicht in den 
pEGFP-C1 Vektor umgesetzt, da über das im Vektor enthaltene c-myc-
Markierungsepitop eine Anfärbung in den transfizierten Zellen über einen α-myc-
Antikörper (Klon 9E10-2) möglich war. Das neue Konstrukt wurde im großen 
Maßstab amplifiziert und zum Sequenzieren gegeben (Maxi 91). 
 
8.) K433vL /pEGFP-C1  BspEI / XhoI  Maxi 82 (BspEI schneidet im Klon) 
Auch die komplette cDNA von K433 wurde vom RZPD bezogen. Die cDNA befand 
sich ebenfalls in dem pOTB7 Vektor. Nachdem die cDNA im großen Maßstab 
amplifiziert worden war, wurde sie zum Sequenzieren gegeben. Aus diesem 
Konstrukt sollte die gesamte cDNA durch den Verdau mit den Enzymen BspEI und 
XhoI in den pEGFP-C1 Vektor umkloniert werden. Die Größe des cDNA-Fragments 
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betrug 1440 bp. Da aber das Enzym BspEI auch einmal in der kompletten cDNA 
schnitt, musste ein partieller Restriktionsverdau angesetzt werden (s. 4.1.4.3). Auf 
diese Weise konnte die gesamte cDNA doch über BspEI und XhoI in den pEGFP-C1 
Vektor umgesetzt werden. Das neue Konstrukt wurde im großen Maßstab amplifiziert 
und zum Sequenzieren gegeben (Maxi 82). 
 
9.) K754vL /pEGFP-C1  BspEI / XhoI  Maxi 98 
Die gesamte cDNA von K754 wurde ebenfalls vom RZPD bezogen. Die cDNA 
befand sich im pOTB7 Vektor. Nachdem die cDNA im kleinen Maßstab amplifiziert 
worden war, wurde damit eine PCR Reaktion durchgeführt. Es sollte ein cDNA-
Fragment mit einer BspEI-Schnittstelle am 5’-Ende und einer XhoI-Schnittstelle am 
3’-Ende erzeugt werden. Dazu wurden folgende Oligonukleotid-Primer verwendet: 
ak24.1 Sinnstrang: 5’-GAG AGA TCC GGA ATG AAC TCC AAC GTG GAG AAC  
                                    CTA CCC-3’ 
ak24.2 Gegenstrang: 5’-GAG AGA CTC GAG CTA CAG CCG CCG CAG CGC CCG  
                                      CTT CTT GTC CG-3’ 
Das amplifizierte cDNA-Fragment war 679 bp groß und wurde über BspEI und XhoI 
in den pEGFP-C1 Vektor umkloniert. Nach der Klonierung wurde die cDNA durch 
Sequenzierung überprüft (Maxi 98). 
 
10.) K298vL /pEGFP-C1  BspEI / XhoI  Maxi 101 
K298 ist eine kürzere „Splice“-Variante von ERAP140. Die cDNA für ERAP140 wurde 
mir freundlicher Weise von Dr. Myles Brown aus dem Dana-Farber Cancer Institut, 
Boston, USA überlassen. Mit Hilfe dieser cDNA und einigen Klonierungsschritten 
konnte daraus die komplette cDNA für K298 hergestellt werden. Eine Übersicht der 
Zusammenhänge zwischen ERAP140, der gesamten cDNA von K298 (OXR1) und 
dem Hefeklon K298 ist in Abbildung 10 dargestellt. Zunächst wurde auf der 
ERAP140 cDNA eine PCR Reaktion durchgeführt, wodurch an Position 2250 bp der 
erhaltenen ERAP140 cDNA, ein cDNA-Fragment amplifiziert wurde, dass 585 bp 
groß war und am 5’-Ende eine BspEI- und eine SpeI-Schnittstelle besaß. Ab 
Aminosäure-Position 748 stimmten die Sequenzen von ERAP140 und K298 überein. 
Allerdings fehlten K298 zur Vollständigkeit noch 25 Aminosäuren am 5’-Ende, die in 
einem weiteren Schritt über die Einklonierung eines großen Oligonukleotids (s. 
4.1.10) über die Schnittstellen BspEI und SpeI eingefügt wurden. Folgende 
Oligonukleotid-Primer für die Amplifikation des PCR-Fragmentes wurden verwendet: 
ak25.1 Sinnstrang: 5’-GAG AGA TCC GGA TCA ACT AGT ATC ATC ACT GTT GAA 
                                   GAG GCA AAG CGC-3’ 
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ak25.2.2 Gegenstrang: 5’-GAG AGA CTC GAG TCA ATC AAA TGC CCA CAC CTC  
                                          CAG-3’ 
Das amplifizierte PCR-Fragment wurde über die Schnittstellen BspEI und XhoI in den 
pEGFP-C1 Vektor eingesetzt. Durch den Einbau dieses Fragmentes in den Vektor 
entstand eine Methylierungsstelle an der BspEI-Schnittstelle. Deshalb wurde das 
Konstrukt zunächst in den Bakterien SCS110, die keine DAM-Methylase besitzen 
amplifiziert und isoliert. Anschließend fand die Oligonukleotid-Klonierung der 25 
Aminosäuren (MRGQRLPLDIQIFYCARPDEEPFVK) in dieses Konstrukt statt. Hierzu 
wurden folgende Oligonukleotid-Primer verwendet: 
1. Oligonukleotid-Paar 
ak26.1 Sinnstrang: 5’-CC GGA ATG AGA GGC CAA AGA TTA CCC TTG GAC ATC- 
                                                                                                                                     3’ 
ak26.2 Gegenstrang: 5’-ACA ATA GAA AAT CTG GAT GTC CAA GGG TAA TCT  
                                       TTG GCC TCT CAT T-3’ 
2. Oligonukleotid-Paar 
ak27.1 Sinnstrang: 5’-CAG ATT TTC TAT TGT GCC AGA CCT GAC GAA GAG CCT  
                                   TTT GTG AAG A-3’ 
ak27.2 Gegenstrang: 5’-CT AGT CTT CAC AAA AGG CTC TTC GTC AGG TCT  
                                        GGC-3’ 
Dieses große Oligonukleotid wurde wie im (s. 4.1.10) beschrieben hybridisiert und 
über die Schnittstellen BspEI und SpeI in den pEGFP-C1 Vektor, in dem sich schon 
das ERAP140 PCR-Fragment befand, einkloniert. Somit entstand die komplette 
cDNA von K298 mit 660 bp. Die cDNA wurde im großen Maßstab amplifiziert, isoliert 
und durch Sequenzierung überprüft (Maxi 101). 
 TGA 
*
ATG 
ERAP140 
1 2244 2829 
Übereinstimmung mit ERAP140
660
ATG 
75 abweichende  
Nukleotide 
1
OXR1 
K298 
ATG 
545
+ 11 weitere 
Nukleotide 
 
kodierende Sequenz 2829 bp 
 
 
 
 
 
 
 Übereinstimmung mit OXR1
 
 
Abb. 10: Übersicht der Zusammenhänge zwischen ERAP140, der kompletten cDNA von K298 
               (OXR1) und dem Hefeklon K298. 
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11.) ERAP140 /pEGFP-C1  BspEI /ApaI  Maxi 97 
Die cDNA von ERAP140 wurde mir freundlicher weise von Dr. Myles Brown aus dem 
Dana-Farber Cancer Institut, Boston, USA überlassen. Sie befand sich im pcDNA 
3.1-Vektor. Die cDNA wurde amplifiziert und zum Sequenzieren gegeben. Durch den 
Verdau mit den Enzymen BamHI und ApaI konnte die cDNA von ERAP140 mit einer 
Größe von 2840 bp aus diesem Konstrukt isoliert werden. Der pEGFP-C1 Vektor 
wurde dagegen mit den Enzymen BglII und ApaI geöffnet. BamHI und BglII sind 
Enzyme mit sogenannten „kompatiblen kohesiven Enden“, die nach dem 
Restikitonsverdau miteinander ligiert werden können. Allerdings konnte nach der 
Ligation das Insert nicht mehr über BamHI oder BglII herausgeschnitten werden. In 
diesem Fall konnte es aber über BspEI und ApaI isoliert werden. Die cDNA wurde im 
großen Maßstab amplifiziert, isoliert und durch Sequenzierung überprüft (Maxi 97). 
 
12.) K318vL_RNAiIII /p2minus  SalI / NotI  Maxi 105 
Zur Herunterregulation der Proteinexpression des kompletten Proteins von K318 
wurde eine RNAi Methode verwendet. Weitere Informationen über die RNA-
Interferrenztechnik sind im Ergebnisteil (5.3.11) zu finden. Das RNAi-Vektor-
Konstrukt wurde dadurch erzeugt, dass ein Sequenzbereich von 19 Nukleotiden der 
cDNA-Genbanknummer BCO13044 einmal in 5’-3’Richtung und einmal in 3’-
5’Richtung in den RNAi-Vektor p2minus (überlassen von Prof Dr.Thomas Magin, 
Bonn) kloniert wurde. Bei dem Bereich handelt es sich um die Sequenz: 5’-ATT GAA 
CCA GGG TGT GTT C-3’ (bp 962-980). Die Klonierung des Konstukts wurde durch 
das Einfügen eines großen Oligonukleotid-Paars über die Schnittstellen SalI und NotI 
in den p2minus-Vektor ermöglicht (Abb. 11). Folgende Oligonukleotide wurden 
hierfür verwendet: 
1. Oligonukleotid-Paar 
ak32.1 Sinnstrang: 5’-T CGA CCC ATT GAA CCA GGG TGT GTT C-3’ 
ak32.2 Gegenstrang: 5’-T CTC TTG AAG AAC ACA CCC TGG TTC AAT GGG-3’ 
2. Oligonukleotid-Paar 
ak33.1 Sinnstrang: 5’-TTC AAG AGA GAA CAC ACC CTG GTT CAA TTT TTT GGA  
                                   AAG C-3’ 
ak33.2 Gegenstrang: 5’-GG CCG CTT TCC AAA AAA TTG AAC CAG GGT GTG 
                                        TTC-3’ 
Da es sich bei dem einzufügenden Oligonukleotid um ein langes Sequenzfragment 
von 66 bp handelte, wurde die Klonierung in zwei Schritten durchgeführt (s. 
Hybridisierung komplementärer Oligonukleotide 4.1.10). Nach der Amplifizierung im 
großen Maßstab wurde das neue cDNA-Konstukt durch Sequenzierung überprüft 
(Maxi 105). 
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13.) XlVim-NLS /pEYFP-C1  
Das Konstrukt wurde von C. Dreger kloniert. Die Klonierungsstrategie dieses 
Konstruktes ist in ihrer Doktorarbeit (2004) genauer beschrieben. 
 
    a.)                  ak28.1                                                                                          ak29.1 
 
    5’ TCGA CCC ATT GAA CCA GGG TGT GTT C 3’             5’ TTC AAG AGA GAA CAC ACC CTG GTT CAA T TTT TTG GAA AGC 3’ 
 
               3’ GGG TAA CTT GGT CCC ACA CAA G AAG TTC TCT 5’             3’ CTT GTG TGG GAC CAA GTT A AAA AAC CTT TCG CCG G 5’ 
 
                       ak28.2                                                                                         ak29.2 
 
    b.)  
 
              Sal I                          (N1-19)                                                                  (N19-1)                                                            Not I 
                                                                                ?   
.    ...G TCGA CCC ATT GAA CCA GGG TGT GTT C TTC AAG AGA GAA CAC ACC CTG GTT CAA T TTT TTG GAA AGC GG CC GC 
        C AGCT GGG TAA CTT GGT CCC ACA CAA G AAG TTC TCT CTT GTG TGG GAC CAA GTT A AAA AAC CTT TCG CC GG CG 
    p2 Minus                                                                                          ?                                                                                        
    Vektor                                                                                                                                                                                                   p2 Minus 
                                                                                                                                                                                                             Vektor 
    c.) Transkript als haarnadelförmiger siRNA-Vorläufer                 U    C 
                                                                                  ?  U               A 
                           5’ AUU GAA CCA GGG UGU GUU C                               ?         5’ AUU GAA CCA GGG UGU GUU C 3’ 
                           3’ UAA CUU GGU CCC ACA CAA G                              “Dicer”      3’ UAA CUU GGU CCC ACA CAA G 5’ 
                                                                                                ?  A               G 
                                                                                             G     A  
 
Abb. 11:  
Schematische Darstellung der vier Oligonukleotide zur Herunterregulation der endogenen Hsp40 Expression in Gewebekulturzellen. 
(a) Hybridisierung der mit ak28.1 bis ak29.2 bezeichneten Oligonukleotide. (b) Orientierung der Oligonukleotide im p2 Minus-Expressionsvektor. 
(b) Transkription der Oligonukleotid-cDNA und Transkript-Prozessierung zur reifen siRNA. Die zur Hsp40-cDNA authentischen Sequenz ist jeweils  
in Rot dargestellt; die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme in Grün. (Diese Abb. wurde in Anlehnung an Abb.4.1 aus der Doktorarbeit von  
C.K. Dreger (2004) erstellt). 
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4.2 Proteinbiochemische Methoden 
 
4.2.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
 (SDS-PAGE) 
 
Mit dieser analytischen Methode nach Thomas und Kornberg (1975), können 
Proteine aufgrund ihrer Molekülgröße und ihrer verschiedenen Ladungen getrennt 
werden. Bei der SDS-Page wird das Gel in einer radikalischen Polymerisation aus 
Acrylamid und N‘,N‘-Methylenbisacrylamid hergestellt. Dabei wird die Polymerisation 
durch freie Radikale induziert, die aus dem chemischen Zerfall von Ammonium-
persulfat stammen. Durch N,N,N‘,N‘-Tetramethylendiamin (TEMED) werden die 
freien Radikale stabilisiert. Die physikalischen Auftrennungseigenschaften des Gels 
wie seine Porengröße werden durch den Anteil an Polyacrylamid im Gel und dessen 
Vernetzungsgrad bestimmt. Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches 
Detergenz, das fest an Proteine bindet und sie in eine stäbchenähnliche Form 
zwingt. Die große negative Ladung, die das SDS auf das Protein überträgt, maskiert 
dessen eigentliche Ladung, so dass SDS-beladene Proteine nahezu identische 
Ladungs-Masse-Verhältnisse aufweisen und somit aufgrund ihres 
Molekulargewichtes und unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt werden 
(Voet und Voet, Biochemie). 
Zur elektophoretischen Auftrennung von Proteinen wurden 15%ige Polyacrylamid-
Minigele verwendet (Zusammensetzung s. Materialteil, Tabelle 15). 
Die Proteinproben wurden mit einer entsprechenden Menge an 2x Kornberg-
Probenpuffer versetzt, bei 95°C für 5 min erhitzt und nach kurzer Zentrifugation in die 
Taschen des Polyacrylamid-Minigels geladen. Zur Abschätzung des 
Molekulargewichts der aufzutrennenden Proteine, wurde in einer Spur 15 µl eines 
Protein-Markers, eine Mischung von Proteinen mit bekannten Molekulargewichten, 
aufgetragen (s. Proteingrößenstandard 3.5.2). Die Elektrophorese erfolgte bei 15 mA 
im Sammelgel und 25 mA im Trenngel ohne Begrenzung der angelegten Spannung 
im Kornberg-Elektrophoresepuffer. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das 
Polyacrylamid-Minigel entweder gefärbt (Coomassie- oder Silberfärbung) oder für 10 
min in Borat-Transferpuffer äquilibriert, wenn ein Proteintransfer auf eine 
Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Membran nach dem „Western-Blot“-Verfahren (s. 4.2.2) 
angeschlossen werden sollte. 
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4.2.1.1 Coomassie-Färbung 
Die Proteinbanden im SDS-Mini-Gel wurden durch den Farbstoff Coomassie Brillant 
Blue in einer sauren alkoholischen Färbelösung für ca. 1 h unter leichtem Schütteln  
angefärbt (Coomassie-Färbelösung). Dabei wurden die Proteine durch 
Denaturierung im Gel fixiert und bildeten einen Komplex mit dem Farbstoff. 
Überschüssiger Farbstoff wurde durch intensives Waschen des Gels in einer sauren 
Lösung, der Coomassie-Entfärberlösung, entfernt. Zur Aufbewahrung wurde das Gel 
in 7%-ige Essigsäure gelegt und konnte zur Dokumentation getrocknet oder 
digitalisiert werden. 
 
4.2.1.2 Silber-Färbung 
Um besonders geringe Proteinmengen in einem Polyacrylamidgel sichtbar zu 
machen, wurde eine Silber-Färbung der Coomassie-Färbung vorgezogen. Hierzu 
wurde ein Färbe-Kit von Amersham Pharmacia, Freiburg verwendet. Die hohe 
Sensitivität dieser Technik erlaubt eine Visualisierung von Proteinen im Nanogramm-
Bereich und ist somit 100 mal sensitiver als die herkömmliche Coomassie-Färbung. 
Lösungen: 
Fixier-Lösung:  100 ml EtOH abs. 
    25 ml Eisessig ad 250 ml mit ddH2O 
 
Sensibilisierungs-Lösung: 75 ml EtOH abs. 
    1,25 ml Gluthardialdehyd  
    10 ml Sodiumthiosulfat 
    1 Pack.= 17 g Sodiumacetat ad 250 ml mit ddH2O 
 
Silber-Lösung:  25 ml Silbernitrat-Lösung 
    0,1 ml Formaldehyd (37 %) ad 250 ml mit ddH2O 
 
Entwickler-Lösung:  1 Pack.= 6,25 g Sodiumcarbonat 
    0,05 ml Formaldehyd ad 250 ml mit ddH2O 
 
Abstopp-Lösung:  1 Pack.= 3,65 g EDTA ad 250 ml mit ddH2O 
Waschen mit ddH2O. 
 
Alle Inkubationsschritte fanden auf einem Wippschüttler unter leichter Bewegung und 
in Glasschalen statt. Die Lösungen wurden erst kurz vor Gebrauch frisch angesetzt. 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine im Polyacrylamidgel wurde 
dieses zunächst für 30 min in der Fixier-Lösung inkubiert und anschließend für 30 
min in die Sensibilisierungs-Lösung gelegt. Das Waschen erfolgte 3x für je 5 min in 
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ddH2O. Das Gel wurde dann für 20 min in der Silber-Lösung inkubiert und danach 2x 
für je 1 min gewaschen. Die Entwicklung der silber-gefärbten Proteinbanden fand 
durch Inkubation in der Entwickler-Lösung für 2-5 min statt. Durch eine 10-minütige 
Inkubation der gefärbten Gele in der Abstopp-Lösung wurde die 
Entwicklungsreaktion beendet. Anschließend folgten die letzten Waschschritte 3x je 
5 min in ddH2O. Die gefärbten Gele wurden daraufhin getrocknet (4.2.1.3) und 
dokumentiert. 
 
4.2.1.3 Trocknen von Polyacrylamid-Gelen 
Zur Haltbarmachung von Polyacrylamid-Gelen wurden diese für 30 min in 5 % 
Glycerol unter leichtem Schütteln inkubiert und anschließend zwischen Cellophan-
Folie (Bio Rad, München) luftblasenfrei getrocknet. Hierzu wurde eine 
Spannvorrichtung verwendet, welche das Trocknen unter dem Abzug über Nacht 
ermöglichte. 
 
4.2.2 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen 
 („Western-Blot“-Verfahren) 
 
Mittels dieser Methode können Proteine, die durch ein- oder zweidimensionale 
Gelelektrophorese aufgetrennt und auf Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Membranen 
transferiert worden waren, durch spezifische Antikörper nachgewiesen werden 
(Towbin H. et al., 1979). 
Der Transfer der Proteine auf PVDF-Membranen erfolgte nach dem Naßblot-
Verfahren. Dazu wurde das zu transferierende Gel nach der Elektrophorese für 10 
min in Borat-Transferpuffer äquilibriert. Ebenso wurde mit den zum Transfer 
benötigten Schwämmen, Whatman-Filterpapieren und der PVDF-Membran 
verfahren. Diese musste allerdings zuvor in Ethanol (abs.) gelegt werden, um ein 
anschließendes Benetzen mit wässriger Lösung zu ermöglichen. 
Blotaufbau : Begonnen wurde mit zwei durchtränkten Schwämmen; auf diese 
wurden zwei Lagen feuchtes Whatman-Filterpapier, darauf die PVDF-Membran und 
schließlich das SDS-Gel luftblasenfrei aufgelegt. Dieses wurde wiederum mit zwei 
Lagen feuchtem Whatman-Filterpapier und zwei mit Transferpuffer getränkten 
Schwämmen bedeckt. 
Damit die negativ-maskierten Proteine zum Pluspol und somit auf die PVDF-
Membran wandern konnten, wurde der Gelhalter entsprechend in die 
Transferkammer gespannt. Der Transfer erfolgte in 1x Boratpuffer bei 100 mA für 5 
min und wurde in 5 min-Schritten um je 100 mA auf maximal 500 mA erhöht. Bei 500 
mA erfolgte er für 1 h ohne Begrenzung der Spannung. 
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Der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurde durch die reversible 
Anfärbung der Proteine mit Ponceau-S-Lösung (Ponceau-S Konzentrat, Sigma) 
überprüft. Dazu wurde die PVDF-Membran nach Beendigung des Transfers für 1 min 
in Ponceau-S-Lösung, einer 1:10 in ddH2O verdünnten Stammlösung, gefärbt. 
Anschließend wurde die Membran in ddH2O so weit entfärbt, bis einzelne 
Proteinbanden gut sichtbar wurden. Eine vollständige Entfernung des roten 
Farbstoffs wurde durch Waschen in 1x TBST-Puffer erreicht. Die Membran konnte 
nun entweder luftgetrocknet werden oder ein immunolgischer Nachweis von 
Proteinen angeschlossen werden.  
 
4.2.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf PVDF- 
 Membranen 
 
4.2.3.1 Inkubation mit dem primären Antikörper 
Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, nach der vollständigen Entfärbung 
des Ponceau-S-Farbstoffs durch 1x TBST-Puffer, erfolgte durch Inkubation der 
Membran für 1 h bei RT (oder bei 4°C über Nacht) in Blockierungspuffer (1x TBST/ 
5% Milchpulver) unter leichtem Schütteln. Die Verdünnungen der monoklonalen 
Antikörper in Hybridomüberständen sowie die der Seren und Aszitesflüssigkeiten 
wurden in Blockierungspuffer angesetzt und sind tabellarisch im Materialteil (3.4.1) 
aufgeführt. Die Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte für 45 min bis zu 1 h 
bei RT oder bei 4°C über Nacht unter leichtem Schütteln. Nicht gebundene 
Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen je 10 min in 1x TBST-Puffer entfernt. 
 
4.2.3.2 Inkubation mit dem sekundären Antikörper (HRP-gekoppelt) 
Bei den sekundären Antikörpern handelte es sich um Meerrettich-Peroxidase-(HRP-) 
gekoppelte Zweitantikörper aus der Ziege. Diese wurden 1:5000-1:10.000 in 
Blockierungspuffer verdünnt eingesetzt. Die Inkubation mit dem Zweitantikörper 
erfolgte 30 min bei RT unter leichtem Schütteln. Anschließend wurde wiederum 3x 
für 10 min in 1x TBST-Puffer gewaschen. Zur Detektion wurde eine ECL (enhanced 
chemiluminescence)–Reaktion nach Angaben des Herstellers (NEN, Dreieich) 
angeschlossen. Bei der Chemilumineszenz handelt es sich um eine Lichtemission, 
die durch eine enzymatische Spaltung des Substrates hervorgerufen wurde und die 
zur Schwärzung eines Röntgenfilms (Kodak X-OMAT AR5) führte.  
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4.2.3.3 „Strippen“ von PVDF-Membranen 
Sollte eine PVDF-Membran nacheinander mit zwei oder mehreren verschiedenen 
Primärantikörpern behandelt werden, musste der zuerst gebundene Antikörper durch 
die „Stripping“-Methode von der Membran entfernt werden. 
Lösungen: 
„Stripping“-Puffer:  6,25 mM Tris-HCl pH 6,7 
    20 mM DTT   2 % (w/v) SDS 
Waschpuffer:  TBST-Puffer pH 8,0 
 
Nach kurzer Befeuchtung der PVDF-Membran mit 100 % Ethanol wurde diese 30 
min bei 55°C in einem Wasserschüttelbad unter kontinuierlichem Schütteln im 
„Stripping“-Puffer inkubiert. Nach anschließendem Waschen für 3x 10 min im 
Waschpuffer konnte eine erneute Antikörper-Antigen-Erkennungsreaktion, beginnend 
mit dem Blockierungsschritt, erfolgen (s. 4.2.3). 
 
4.2.4 In situ-Zellfraktionierung: Cytoskelett-Präparation in einer 
              Zellkulturschale 
 
Diese Methode wurde angewendet, um eine Cytoskelett-Fraktion aus 
Gewebekulturzellen zu präparieren (Herrmann H. und Wiche G., 1983). Die 
folgenden Angaben gelten für die Bearbeitung einer 10 cm Gewebekulturschale mit 
konfluent gewachsenen Zellen. Dazu wurde das Medium abgenommen und die 
Zellen auf dem Schalenboden 3x mit Zellwaschpuffer (1x PBS/ 2 mM MgCl2, 37°C) 
bei RT gewaschen. Pro Schale wurde 1 ml „Lysis-low“-Puffer auf den Schalenboden 
geträufelt und für 2 min bei RT inkubiert. Dabei wurden die Zell-Membranen 
aufgelöst und Membranproteine in lösliche Form überführt. Diese befanden sich nach 
diesem Schritt zusammen mit den schon gelösten cytosolischen Proteinen im 
Überstand (ÜB). Während der zwei-minütigen Inkubation wurde hin und wieder 
vorsichtig resuspendiert. Der gesamte Puffer wurde anschließend wieder 
abgenommen und in einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß kurz bei 13000 UpM 
abzentrifugiert. Von dem ÜB wurden 50 µl entnommen, mit 50 µl 2x Kornberg-
Probenpuffer gemischt und sofort bei 95°C auf einem Heizblock aufgekocht (Probe 
1). Somit wurde verhindert, dass ebenfalls aus dem Cytosol freigesetzte Proteasen 
die ungeschützten Proteine abbauten. Die 10 ml-Schale wurde nach Entnahme des 
„Lysis-low“-Puffers sofort auf Eis gestellt, 1 ml „Lysis-high“-Puffer (0°C) dazugegeben 
und geschwenkt. Während der Inkubation für 3 min wurde ab und zu vorsichtig 
resuspendiert. Hierbei wurden durch die Verwendung einer höheren Konzentration 
an NP-40, DNase sowie RNase nun auch alle Kernmembranen zerstört und die 
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Nukleinsäuren zerlegt. Von dieser Fraktion wurden wieder 50 µl entnommen, mit 50 
µl 2x Kornberg-Probenpuffer gemischt und sofort bei 95°C aufgekocht (Probe 2). Pro 
Schale wurden nun 200 µl eiskalte 5 M NaCl-Lösung dazugegeben und für 3 min 
unter gelegentlichem Resuspendieren inkubiert. In dieser Fraktion befand sich nun 
das gesamte Cytoskelett und verschiedene Kernfaktoren in Lösung. Abermals 
wurden 50 µl der Fraktion entnommen, mit 50 µl 2x Kornberg-Probenpuffer gemischt 
und bei 95°C aufgekocht (Probe 3). Der gesamte „Lysis-high“-Puffer + Salzlösung 
wurde entnommen, für 15 min bei 13000 UpM und 4°C abzentrifugiert. Vom ÜB 
wurden 50 µl entnommen, mit 50 µl 2x Kornberg-Probenpuffer gemischt und bei 
95°C aufgekocht (Probe 4). Durch die Zentrifugation nach der Salzzugabe 
präzipitierten salzstabile Proteine. Sie repräsentieren die eigentlichen Cytoskelett-
Proteine. Salzinstabile Proteine befanden sich hingegen im ÜB. Das Sediment wurde 
in 200 µl 2x Kornberg-Harnstoff-Probenpuffer aufgenommen, darin gelöst und für 5 
min bei 95°C aufgekocht (Probe 5). Die Zusammensetzung des Lysis-low“- sowie 
des „Lysis-high“-Puffers kann Tabelle 20 entnommen werden. 
Zusammensetzung „Lysis-low“-Puffer  “Lysis-high”-Puffer 
 10 ml 50 ml 10 ml 
10x PBS 0,5 µl 2,5 µl 0,5 µl 
MOPS (0,5 M) 1,0 µl 5,0 µl 1,0 µl 
EGTA (0,1 M) 0,1 µl 0,5 µl - 
MgCl2 (1 M) 0,1 µl 0,5 µl 0,1 µl 
10% NP-40 0,2 µl 1,0 µl 1,0 µl 
PMSF (gesättigt) 0,075 µl 0,375 µl 0,075 µl 
Pefabloc (50 mM) 0,1 µl 0,5 µl 0,1 µl 
RNase (10 mg/ml) - - 0,01 µl 
DNase (50 mg/ml) - - 0,05 µl 
ddH2O ad 10 ml ad 50 ml ad 10 ml 
Tab. 20: Zusammensetzung der Puffer „Lysis-low“ und „Lysis-high“. 
 
Beim Ansetzen der Puffer wurde zu Beginn die Hälfte des Wassers vorgelegt, um 
nicht nur konzentrierte Lösungen zu mischen.  
 
4.2.5 Differentielle Extraktion von Gewebekulturzellen 
 
Durch die stufenweise Erhöhung der Salzkonzentration wurden salzlösliche Proteine 
aus den Zellen, welche zuvor mit einem anionischen Detergenz behandelt wurden, 
schrittweise herausgelöst. Das Proteingemisch wurde mit Hilfe eines „Western-Blot“-
Verfahrens (s. 4.2.2) analysiert. Die Zellen, welche zuvor auf Glasplättchen ausgesät 
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worden waren, wurden nach der differentiellen Extraktion PFA-fixiert (s. 4.4.6.2) und 
einer IMF-Färbung (s. 4.4.7) unterzogen. 
Lösungen: 
Zellwasch-Puffer (37°C) 1x PBS / 2mM MgCl2
„Lysis-low“-Puffer (s. 3.2.4. aber ohne EGTA und nur mit 0,05% NP-40 (0°C)) 
„Lysis-low“-Puffer ohne EGTA und ohne NP-40 (0°C) 
5M NaCl (0°C) 
Die Zellen, welche auf Glasplättchen ausgesät worden waren, wurden 3x mit 
Zellwasch (37°C) gewaschen. Der „Lysis-low“-Puffer (ohne EGTA und ohne 0,05% 
NP-40 (0°C)) wurde für 8 min bei RT auf den Zellen belassen. Der Überstand wurde 
abgenommen, kurz bei 13000 UpM sedimentiert und eine Gelprobe davon 
entnommen. Anschließend wurden die Zellen 2x kurz mit „Lysis-low“-Puffer ohne 
NP40 und ohne EGTA gespült und 500 µl von diesem Puffer auf die Zellen gegeben. 
Dieser vorgelegte Puffer wurde mit einer bestimmten Konzentration an NaCl versetzt. 
Um verschiedene Salzkonzentrationen auszutesten, mussten mehrere 2 ml-
Gewebekulturschalen mit ausgesäten Zellen und gleicher Zellzahl angelegt werden. 
Die Salzlösung wurde für 5 min bei RT auf den Zellen belassen, anschließend kurz 
zentrifugiert, vom Überstand eine Gelprobe entnommen und diese bei 95°C für 5 min 
gekocht. Die extrahierten Zellen auf den Glasplättchen wurden kurz in „Lysis-low“-
Puffer ohne NP40 und ohne EGTA gewaschen und einer PFA-Fixierung (s. 4.4.6.2) 
mit anschließender IMF-Färbung (s. 4.4.7) unterzogen. 
 
4.2.6 TNT-gekoppeltes Retikulocyten-Lysat-System 
 (Promega, Mannheim) 
 
Durch Verwendung dieses Systems von Promega war es möglich in einem 
Reaktionsgefäß neben der Transkription von mRNA auch die Translation von 
Proteinen gekoppelt in vitro stattfinden zu lassen. Es wurde verwendet um zu 
überprüfen, ob ein Protein in einem eukaryontischen System translatierbar war sowie 
zur Translation von eukaryontischen 35S-markierten Proteinen. 
Ansatz: Retikulocytenlysat    12,5 µl 
  Reaktionspuffer      1,0 µl 
  T7-RNA-Polymerase     0,5 µl 
  Aminosäure Mix (ohne Cystein und ohne Methionin)  0,5 µl 
35S-Methionin und Cystein (10 mCi/ml)   2,0 µl 
Ribonuklease Inhibitor (RNasin)    0,5 µl 
Plasmid-DNA      1,0 µg 
ddH2O     ad 25 µl 
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Der Versuchsansatz wurde für 90 min bei 30°C inkubiert. Anschließend wurde eine 
Gelprobe, meist 2 µl entnommen, mit 2x Kornberg-Probenpuffer versetzt und für 5 
min bei 95°C erhitzt. Diese Gelprobe galt als Positvkontrolle, wenn der restliche 
Ansatz in einem „GST-pull-down“-Versuch (s. 4.2.7) eingesetzt werden sollte. Zur 
Anfertigung eines Autoradiogramms wurden die translatierten und 35S-markierten 
Proteine durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt, ein Proteintransfer nach dem 
„Western-Blot“-Verfahren auf eine PVDF-Membran durchgeführt und davon ein 
Autoradiogramm angefertigt. 
Die in vitro Transkription und Translation wurde auch ohne Verwendung von 
Radioaktivität durchgeführt. In diesem Fall wurde das Translationsprodukt 
immunologisch mit Hilfe eines „Western-Blot“-Verfahrens nachgewiesen (s. 4.2.2). 
 
4.2.7 “GST-pull-down”-Versuch 
 
Um eine biochemische Interaktion zwischen zwei Proteinen in vitro zu untersuchen, 
wurde ein “GST-pull-down”-Versuch durchgeführt. Hierbei macht man sich zunutzte, 
dass rekombinat hergestellte Glutathion-S-Transferase-(GST)-Fusionsproteine, mit 
einer GST-Markierungssequenz von 220 Aminosäuren aus Schistosoma japonicum, 
an eine mit Glutathion gekoppelte Matrix mit hoher Bindungskapazität binden. Das 
reduzierte Glutathion ist dabei kovalent an die Matrix gebunden. Das GST-
Fusionsprotein kann durch 10 mM reduziertes Glutathion von der Matrix verdrängt 
und dadurch eluiert werden. 
Das Glutathion-S-Transferase-Gen wurde in spezielle Vektoren den sogenannten 
pGEX-Plasmid-Vektoren (Amersham Pharmacia, Freiburg) kloniert. Mit Hilfe von 
IPTG (Lactose-Analog: isopropyl®-thiogalactosid) kann die Expression der GST-
Fusionsproteine in speziellen E. coli Zellen (BL21(DE3), Stratagene) induziert, und 
so das Protein in großen Mengen hergestellt werden. 
Lösungen:  
Inkubationspuffer:  1x PBS 
    0,1 % NP-40 
    10 % Glycerol 
    1 mM DTT und 1 mM PMSF (frisch dazugeben) 
 
Waschpuffer:  20 mM HEPES pH 7,8 
    300 mM NaCl 
    0,1 % NP-40 
    10 % Glycerol 
    0,1 % Desoxycholat 
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Pro Ansatz wurden 100 µl GST-bindende Sepharose (GST Bind Resin, 
Novagen/Merck, Darmstadt) verwendet. Jeder Ansatz wurde 3x mit je 500 µl 1x PBS 
gewaschen. Um den Waschüberstand entfernen zu können, wurde die Sepharose 
kurz in einer Tischzentrifuge bei max. 1000 UpM abzentrifugiert. Das GST-
Fusionsprotein wurde bei RT auf einem Überkopfschüttler für 2 h an die Matrix 
gebunden. Die gewünschte Proteinmenge wurde hierzu in 1x PBS verdünnt, um ein 
Inkubationsvolumen von 500 µl zu erreichen. Anschließend wurde die Sepharose mit 
gebundenem GST-Fusionsprotein 3x mit je 500 µl 1x PBS gewaschen. Der vierte 
Waschschritt wurde mit dem Inkubationspuffer durchgeführt. Zu jedem Ansatz wurde 
nach dem Waschen 500 µl Inkubationspuffer und 5-10 µl 35S-markiertes in vitro 
translatiertes Protein gegeben. Die Ansätze wurden für 2-4 h bei RT auf einem 
Überkopfschüttler inkubiert. Anschließend wurde mit dem Waschpuffer 5x für 10 min 
ebenfalls auf dem Überkopfschüttler gewaschen. Bei dem letzten Waschschritt 
wurde die Sepharose in ein frisches Eppendorfreaktionsgefäß überführt, der 
Waschpuffer vollständig abgenommen, je 15 µl 2x Kornberg-Probenpuffer 
zugegeben und die gebundenen Proteine für 5 min bei 95°C von der Sepharose 
abgekocht. Anschließend wurde ein Ansatz in eine Geltasche eines SDS-
Polyacrylamidgels geladen und eine SDS-Gelelektrophorese gestartet. Zur 
Anfertigung eines Autoradiogramms wurden die translatierten und 35S-markierten 
Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert (s. 4.2.2), auf diese ein Röntgenfilm 
gelegt und somit ein Autoradiogramm erstellt. 
 
4.2.8 Herstellung von rekombinanten GST-Fusionsproteinen 
 
Zur Durchführung eines „GST-pull-down“-Versuchs (s. 4.2.7) mussten alle GST-
Fusionsproteine rekombinant in BL21(DE3) Bakterien exprimiert und aufgereinigt 
werden. Zunächst wurde die cDNA der zu exprimierenden Proteine in den pGEX 4T1 
oder pGEX 4T1(NcoI) Vektor einkloniert. Die durch Sequenzierung kontrollierte 
Plasmid-DNA wurde dann in BL21(DE3) transformiert und mittels „Western-Blot“-
Verfahren (s. 4.2.2) ein Klon ermittelt, welcher das GST-Fusionsprotein am besten 
exprimierte. Hiervon wurde eine 200 ml Übernachtkultur in LB-Medium mit Ampicillin 
(100 µg/ml) angesetzt. Am nächsten Tag wurde die OD600nm dieser Kultur gemessen 
und 100 µl für eine Gelprobe entnommen. Von der Übernachtkultur wurde eine 
frische Kultur von 400 ml in LB-Medium mit Ampicillin-Zugabe angeimpft, so dass die 
OD600nm 0,2-0,3 betrug. War bekannt, dass die Ausbeute an GST-Fusionprotein nicht 
allzu groß sein würde, wurden zwei 400 ml-Kulturen angeimpft. Nach ca. 1-2 h 
Wachstum bei 37°C und 250 UpM war bei einer OD600nm von ca. 0,8-0,9 die 
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logarithmische Wachstumsphase erreicht. Es folgte eine Induktion mit 1 mM IPTG 
(Lactose-Analog: isopropyl®-thiogalactosid) für 2 h unter den bisherigen 
Kultivierungsbedingungen. Vor und nach der Induktion wurde jeweils eine Gelprobe 
entnommen.  
 
4.2.8.1 Aufbrechen der Bakterienzellen mit Ultraschall 
Lösungen: 
Aufschlusspuffer:   10 mM Tris pH 8,0 
     150 mM NaCl 
     1 mM EDTA 
Lysozym-Lösung:   Stocklösung 10 mg/ml, frisch ansetzen 
1 M DTT 
PMSF-Lösung:    gesättigte Lösung  
N-Lauryl-Sarcosin-Lösung: 10%-ige Lösung 
 
Im Anschluss an die Induktion wurde die Kultur für 15 min bei 5000 UpM und 4°C 
sedimentiert. Der ÜB wurde verworfen, das Bakteriensediment in 7 ml 
Aufschlusspuffer gut resuspendiert und in SS34-Zentrifugenröhrchen überführt. Nach 
Zugabe von 20 µl Lysozym-Lösung wurde das Resuspensat für 15 min auf Eis 
inkubiert. Anschließend wurden 40 µl 1 M DTT, 40 µl gesättigte PMSF- Lösung und 
350 µl 10%ige N-Lauryl-Sarcosin-Lösung zugesetzt. Die Ultraschall-Behandlung 
wurde 3x für je 1 min auf Eis an einem Ultraschall Homogenisator Sonoplus HD2070 
(Bandelin, Berlin) mit 100%iger Leistung durchgeführt. Zwischen den 
Beschallungsschritten wurde das Sonifikat für je 1 min auf Eis belassen. 
Anschließend wurde es für 15 min bei 18000 UpM und 4°C zentrifugiert. Der ÜB 
wurde in ein frisches SS34-Zentrifugenröhrchen überführt und 1 ml 10%ige Triton-
X100 Lösung zugegeben. Nach 5 min Inkubation bei 4°C und 40 UpM wurde das 
Sonifikat nochmals für 20 min bei 18000 UpM und 4°C zentrifugiert. Im Anschluss 
wurde es filtriert, eine Gelprobe entnommen und bis zur weiteren Aufreinigung bei  
–80°C tiefgefroren.  
 
4.2.8.2 Aufreinigung von rekombinat hergestellten GST-Fusionsproteinen 
Lösungen: 
GST-Waschpuffer (10x):  43 mM Na2HPO4
     14,7 mM KH2PO4
     1,37 M NaCl 
     27 mM KCl, pH 7,3 
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Glutathion-Elutionspuffer (10x): 500 mM Tris-HCl, pH 8,0 
     100 mM reduziertes Glutathion  
     (10x Puffer in kleinen Einheiten  
       bei –20°C einfrieren) 
 
Zur Aufreinigung von rekombinanten GST-Fusionsproteinen aus Bakterien-
Sonifikaten wurde ein GST-Puffer-Kit von Novagen/Merck, Darmstadt verwendet. 
Hierzu wurde eine GST-bindende Säulenmatrix (GST Bind Resin, Novagen/Merck, 
Darmstadt) verwendet. Pro Aufreinigung wurde 1 ml reine Säulenmatrix verwendet. 
Alle verwendeten Puffer wurden filtriert und bei RT bereitgestellt. Zunächst wurde die 
Säulenmatrix mit 5 ml Aufschlusspuffer (s. 3.2.7.1) äquilibriert. Anschließend wurde 
das gesamte, bereits filtrierte Sonifikat, über die Säule gegeben, der Durchfluss 
gesondert aufgefangen und davon eine Gelprobe entnommen. Die Säule wurde mit 
15 ml 1x GST-Waschpuffer gewaschen und das Fusionsprotein mit 4x 1ml 1x 
Glutathion-Elutionspuffer eluiert. Von den vier Einzelfraktionen wurde jeweils eine 
Gelprobe entnommen und die Proben mit den höchsten Proteinkonzentrationen 
vereinigt. Da sich das GST-Fusionsprotein mit 10 mM Glutathion im Elutionspuffer 
befand, musste das für anschließende Reaktionen störende Glutathion heraus 
dialysiert werden (s. 4.2.9.1). 
 
4.2.9 Dialyse 
 
4.2.9.1 Dialyse von GST-Fusionsproteinen 
Nach Aufreinigung der GST-Fusionsproteine mit Hilfe der GST-bindenden 
Säulenmatrix musste das, für anschließende Reaktionen störende, Glutathion durch 
Dialyse entfernt werden. Hierzu wurden Dialyseschläuche (Serva, Heidelberg) 
verwendet, welche Proteine mit einem Molekulargewicht von 0-25000 Da 
durchließen (Serva, Heidelberg). Im Dialysepuffer war 50 mM Tris-HCl pH 8,0 ohne 
Glutathion enthalten. Die Dialyseschläuche wurden zunächst für 10 min in diesem 
Puffer äquilibriert. Anschließend wurden sie an einem Ende mit einer Klemme 
verschlossen und 3x mit diesem Puffer ausgespült. Als nächstes wurde die 
Proteinlösung der vereinigten Fraktionen eingefüllt. Der Dialyseschlauch wurde auch 
an seinem anderen Ende mit einer Klemme verschlossen und in 500 ml Dialysepuffer 
für 30 min unter leichtem Rühren in einem Plastikgefäß auf einem Magnetrührer 
inkubiert. Der Puffer wurde 6x ausgetauscht. Auf diese Weise konnte das Glutathion 
langsam aus der Proteinlösung entfernt werden. Abschließend wurde die 
Proteinlösung wieder aus dem Schlauch entnommen und deren Konzentration mit 
Hilfe der Bradford-Methode (s. 4.2.10) bestimmt. Um Proteolyse auszuschließen 
 
 Methoden 76 
wurde die Proteinlösung gelelektrophoretisch auf einem 15%-igen SDS-Kornberggel 
aufgetrennt (s. 4.2.1). 
 
4.2.9.2 Dialyse von Intermediärfilament (IF)-Proteinen 
Zur Lagerung von rekombinant hergestellten IF-Proteinen wurden diese in 8 M 
Harnstoff bei –80°C eingefroren. Um einen Filamentbildungsprozess mit diesen 
Proteinen in vitro zu initieren, mussten diese aus der hohen Harnstoffkonzentration in 
physiologische Pufferbedingungen umdialysiert werden.  
Lösungen: 
1x Dialyse-Puffer (pH 8,4): 5 mM Tris 
     1 mM EDTA 
     0,1 mM EGTA 
     1 mM DTT (frisch dazugeben) 
 
Harnstoff-Lösung:   10 M (mit Ionenaustauscher inkubiert) 
 
Für den Ansatz des Filamentbildungsprozesses wurde eine Vimentinkonzentration 
von 0,5 mg/ml eingesetzt. Eine entsprechende Menge des in 8 M Harnstoff 
befindlichen Proteins wurde für die Dialyse entnommen. Der Dialyseschlauch, 
welcher Proteine mit einem Molekulargewicht von 0-25000 Da durchließ (Serva, 
Heidelberg), wurde zuvor in 1x Dialyse-Puffer für 10 min äquilibriert, mit einer 
Klemme an einem Ende verschlossen, 3x mit 1x Dialyse-Puffer ausgespült, mit der 
Proteinlösung befüllt und am anderen Ende ebenfalls mit einer Klemme 
verschlossen. Die erste Inkubation für 20 min bei RT erfolgte unter leichtem Rühren 
in 200 ml Puffer, der sich aus 160 ml 10 M Harnstoff-Lösung, 160 µl DTT und 1x 
Dialyse-Puffer zusammensetzte. Die Endkonzentration an Harnstoff in diesem Puffer 
betrug 8 M. Um nun schrittweise die Harnstoffkonzentration zu erniedrigen, wurden 
jeweils 100 ml des Puffers durch 100 ml 1x Dialyse-Puffer ersetzt und der 
Dialyseschlauch jeweils 20 min bei RT darin inkubiert. Auf diese Weide wurde die 
Harnstoffkonzentration von 8 M über 4 M, 2 M auf 1 M reduziert. Schließlich folgte 
ein letzter Dialyseschritt über Nacht in 1x Dialyse-Puffer bei 4°C. Am nächsten Tag 
konnte dann die Proteinkonzentration nach der Bradford-Methode (s. 4.2.10) 
bestimmt werden. 
 
4.2.9.3 Dialyse von HeLa-Lysaten 
Um die Hochsalzprobe (Probe 4) einer Cytoskelett-Präparation von HeLa-Zellen, 
welche die salzlöslichen Proteine enthielt (s. 4.2.4), mit in vitro gebildeten 
Vimentinfilamenten zu inkubieren, musste diese Probe von 1 M NaCl auf eine 
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physiologische Salzkonzentration, wie sie auch für die in vitro Filamentbildung 
verwendet wurde (s. 4.2.11), umdialysiert werden. Da sich in diesem 
Filamentbildungs-Puffer 50 mM NaCl und 25 mM Tris pH 7,5 befanden, wurden 
diese Pufferbedingungen auch für den Dialyse-Puffer gewählt. Für die Dialyse 
wurden Schläuche verwendet, welche Proteine mit einem Molekulargewicht von 0-
3500 Da durchließen (Serva, Heidelberg). Auch diese Dialyseschläuche wurden 
vorbehandelt wie in (4.2.9.1 und 4.2.9.2) beschrieben. Allerdings unter Verwendung 
des hier beschriebenen Dialyse-Puffers. Die Dialyse fand 4x je 40 min bei RT unter 
leichtem Rühren in 500 ml Dialyse-Puffer statt. Abschließend wurde das 
Proteingemisch aus dem Schlauch in ein Eppendorfgefäß überführt und konnte zur 
Inkubation mit den in vitro gebildeten Filamenten eingesetzt werden. 
 
4.2.10 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 
 
Zur quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die von Bradford 
(1976) beschriebene Methode angewandt. Das Verfahren beruht auf der 
Verschiebung des Absorptionsmaximums einer sauren Lösung des Farbstoffs 
Coomassie Brilliant Blue G-250 bei Bindung an Proteine von 465 nm auf 595 nm.  
Hierzu wurde ein Fertigreagenz (Bio Rad, München) mit ddH2O 1:5 verdünnt und zur 
Erstellung einer Rinderserumalbumin (BSA) -Eichgeraden jeweils 1 ml mit 
verschiedenen Mengen an BSA (Stocklsg. 1,45 µg/µl) versetzt. In der Regel wurden 
5-10 µl der Lösung, deren Proteingehalt bestimmt werden sollte, zu 1 ml 1:5 
verdünnten Bio Rad Lösung gegeben und die OD bei 595 nm photometrisch 
bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde dann anhand der BSA-Eichgeraden und 
dem gemessenen OD Wert abgeleitet. 
 
4.2.11 In vitro Intermediärfilamentbildungsprozess 
 
Nachdem die IF-Proteine aus der hohen Harnstoffkonzentration von 8 M, in der sie 
als Mono- oder Dimere vorliegen, in einen Puffer umdialysiert wurden, der kein 
Harnstoff enthielt (1x Dialyse-Puffer) (s. 4.2.9.2), konnte nun durch Zugabe eines 
Filamentbildungs-Puffers der Filamentbildungsprozess initiert werden (Herrmann und 
Aebi, 2004). 
Lösungen: 
Filamentbildungs-Puffer 1x (pH 7,5): 25 mM Tris  
      50 mM NaCl  
Pro Filamentbildungsansatz wurden 0,5 mg/ml der in 1x Dialyse-Puffer gelösten IF-
Proteine eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde in einem Endvolumen von 200 µl 
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durchgeführt. Dies entspricht dem maximalen Füllvolumen von „Airfuge“-
Zentrifugationsröhrchen. Somit wurde 100 µg IF-Protein pro Filamentbildungsansatz 
eingesetzt. Die entsprechende Proteinmenge wurde mit 1x Dialyse-Puffer auf 100 µl 
aufgefüllt. Alle verwendeten Puffer und Reaktionsgefäße wurden zuvor auf 37°C 
vorgewärmt. Zur Initiation des Filamentbildungsprozesses wurden je 100 µl 2x 
Filamentbildungs-Puffer (37°C) zugegeben. Die Filamentbildung fand dann für 1 h 
bei 37°C statt. Anschließend wurde in einer „Airfuge“ (Beckmann) bei 100000 x g für 
15 min zentrifugiert. Das IF-Sediment war nach Abnahme des Überstandes als 
glasige Struktur zu erkennen. Ein auf diese Weise gewonnenes Sediment wurde in 
50 µl 2x Kornberg-Harnstoff-Probenpuffer bei 95°C gekocht. Vom ÜB wurde 
ebenfalls eine Gelprobe entnommen. Ein weiteres IF-Sediment konnte dann zur 
Inkubation mit dialysiertem HeLa-Lysat (s. 4.2.9.3) verwendet werden. 
 
4.2.12 Inkubation von IF-Proteinen im dialysierten Hela-Lysat 
 
4.2.12.1 Inkubation von X. leavis Vimentin-IF im dialysierten HeLa-Lysat 
Das Vimentin-IF-Sediment (s. 4.2.11) wurde in 200 µl dialysiertem HeLa-Lysat (s. 
4.2.9.3) für 1 h bei 37°C inkubiert. Parallel wurden ebenfalls 200 µl dialysiertes HeLa-
Lysat bei 37°C inkubiert, um zu überprüfen ob während dieser Zeit ein 
proteolytischer Abbau stattgefunden hatte. Im Anschluss wurde der Lysat-Überstand 
abgenommen, davon eine Gelprobe entnommen und das Vimentin-IF-Sediment 2x 
mit 1x Filamentbildungs-Puffer (s. 4.2.11) gewaschen. Zwischen den Waschschritten 
wurde das Sediment jeweils für 15 min bei 100000 x g in der „Airfuge“ zentrifugiert. 
Von den Waschüberständen wurden ebenfalls Gelproben entnommen. Abschließend 
wurde das Vimentin-IF-Sediment in 50 µl 2x Kornberg-Harnstoff-Probenpuffer 
aufgenommen und 5 min bei 95°C gekocht. Alle Proben wurden dann 
gelelektrophoretisch aufgetrennt und ein „Western-Blot“-Verfahren (s. 4.2.2) 
angeschlossen. 
 
4.2.12.2 Inkubation von X. leavis Vimentin-Rod im dialysierten HeLa-Lysat 
Lösungen: 
5:1-Waschpuffer pH 7,4: 17 mM NaCl 
    83 mM KCl 
    10 mM Tris 
    2 mM MgCl2 
    100 µM Pefabloc (50 mM) 
    0,05 % TritonX-100 
Filamentbildungs-Puffer (1x): s. 4.2.11 
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Das GST-Vimtin-Rod-Fusionsprotein wurde wie in (s. 4.2.8) beschrieben hergestellt. 
In Anlehnung an den „GST-pull-down“-Versuch (s. 4.2.7) wurde das Fusionsprotein 
an 100 µl Sepharose-Matrix gebunden. Es wurden 100 µg des GST-Vimtin-Rod-
Fusionsprotein an die Matrix gebunden, um das Ergebnis mit dem aus 4.2.12.1 
vergleichen zu können. Nach der Bindung des Fusionsproteins an die GST-bindende 
Matrix wurde vom ÜB eine Gelprobe entnommen. Die Matrix wurde 4x mit je 500 µl 
1x Filamentbildungs-Puffer gewaschen und anschließend mit 200 µl dialysiertem 
HeLa-Lysat (s. 4.2.9.3) für 1 h bei 37°C inkubiert. Vom HeLa-Lysat wurde nach der 
Inkubation eine Gelprobe entnommen. Als erste Negativkontrolle wurde ein 
Inkubationsansatz mitgeführt, bei dem die Sepharose zwar mit dem Fusionsprotein 
beladen, aber nicht mit dem HeLa-Lysat inkubiert wurde. Bei der zweiten 
Negativkontrolle wurde die Sepharose nicht mit dem GST-Fusionsprotein beladen, 
jedoch mit dem HeLa-Lysat inkubiert. Bei der letzten Negativkontrolle wurde nur das 
GST-Protein an die Sepharose gekoppelt und im dialysiertem HeLa-Lysat inkubiert. 
Nach Beendigung der Inkubationszeit bei 37°C wurde die Sepharose 3x mit je 500 µl 
eines 5:1-Waschpuffers und 2x mit 1x PBS gewaschen. Der ÜB wurde vollständig 
abgenommen, die Sepharose in 15 µl 2x Kornberg-Probenpuffer bei 95°C für 5 min 
gekocht und der gesamte Ansatz jeweils in eine Geltasche eines Polyacrylamidgels 
geladen. Mit analogen Ansätzen wurde ein „Western-Blot“-Verfahren angeschlossen 
(s. 4.2.2). 
 
4.3 Hefe-Techniken 
 
4.3.1 Passagieren von Hefezellen 
 
Einzelkolonien wurden mit sterilen Einwegimpfnadeln von Nährmedienplatten 
abgenommen, in 10 µl eines entsprechenden Mediums resuspendiert und auf frische 
Nährmedienplatten (mit oder ohne Selektion) aufgetropft. War die Flüssigkeit 
eingezogen, wurde die Platte bei 30°C im Brutschrank mehrere Tage inkubiert. Die 
gewachsenen Hefezellen waren auf dieser Platte für mindestens 2-4 Wochen bei 4°C 
haltbar. Sie wurden allerdings vor der Durchführung eines Versuchs wieder frisch 
passagiert. Für eine längere Lagerung wurden sie bei –80°C als Glycerolstock 
eingefroren (s. 4.3.8). 
 
4.3.2 Inokulation von Flüssigmedien 
 
Einzelkolonien oder entsprechende Mengen an Zellen wurden mit sterilen 
Einwegimpfnadeln von Nährmedienplatten abgenommen, in 1 ml Flüssigmedium 
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durch vortexen gut resuspendiert und dann zu einer entsprechenden Menge 
Flüssigmedium (mit oder ohne Selektion) gegeben. Diese Kulturen wurden in der 
Regel über Nacht bei 250 UpM und 30°C inkubiert. 
 
4.3.3 Herstellung von kompetenten Hefezellen 
 
Um Hefezellen mit einem cDNA-Vektor-Konstrukt transformieren zu können, 
mussten diese zunächst chemisch kompetent gemacht werden. Dies geschah mit 
Hilfe einer Lithium/Acetat-Methode (Hefeprotokoll Handbuch, Clontech). 
Lösungen: 
10x TE-Puffer (pH 7,5):   0,1 M Tris-HCl 
      10 mM EDTA pH 7,5   autoklavieren 
 
10x Lithium/Acetat-Puffer (pH 7,5’): 1 M (Sigma L-6883) autoklavieren 
 
1x TE-Lithium/Acetat-Puffer:  8 ml ddH2O 
      + 1 ml 10x TE-Puffer 
      + 1 ml 10x Lithium/Acetat-Puffer 
      (frisch ansetzten) 
50 ml YPDA-Medium in einem 250 ml Erlenmeyerkolben wurde mit einer maximal 
drei Tage alten AH109 Einzelkolonie inokuliert und bei 30°C unter Schütteln bei 250 
UpM über Nacht inkubiert. Von dieser gesättigten Kultur wurde am nächsten Tag 
eine frische 300 ml YPDA-Kultur angeimpft, so dass diese eine OD600nm von 0,2-0,3 
aufwies. Diese Kultur wurde bei 30°C unter Schütteln bei 250 UpM inkubiert bis zu 
einer OD600nm von 0,6-0,8. Anschließend wurde sie bei 1000 g  2000 UpM für 5 min 
bei RT sedimentiert. Das Sediment wurde in 50 ml sterilem 1x TE-Puffer durch 
vorsichtiges auf und ab Pipettieren gewaschen und erneut sedimentiert. Es wurde 
anschließend in 1,5 ml frisch zubereitetem, sterilem 1x TE-Lithium/Acetat-Puffer 
resuspendiert. Die auf diese Weise behandelten Zellen waren für ca. 14 
Transformationsansätze ausreichend. Die Transformation wurde sofort im Anschluss 
durchgeführt und die restlichen Zellen verworfen. 
?
 
4.3.4 Transformation der kompetenten Hefezellen 
 
Es wurden nur frische kompetente Hefezellen (s. 4.3.3) für die Transformation eines 
cDNA-Vektor-Konstrukts verwendet (Hefeprotokoll Handbuch, Clontech). 
Lösungen: 
50 % PEG 3350 (Polyethylenglycol): (Sigma P-3640) in ddH2O 
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PEG-Lithium/Acetat Lösung:  8 ml 50 % PEG  
      + 1 ml 10x TE-Puffer 
      + 1 ml 10x Lithium/Acetat-Puffer 
      (frisch ansetzten) 
 
Zu je 100 ng Plasmid-DNA wurde je 100 µg Heringsperm-DNA (Carrier DNA  
10 mg/ml, Clontech) gegeben. Die Heringsperm-DNA musste zuvor 20 min bei 
100°C aufgekocht und anschließend sofort für 2 min auf Eis inkubiert werden. Zu 
diesem DNA-Gemisch wurden je 100 µl kompetente Hefezellen gegeben und diese 
mit je 600 µl PEG-Lithium/Acetat Lösung durch Vortexen für 10 sec vermischt. 
Anschließend wurden die Ansätze bei 30°C und 200 UpM für 30 min inkubiert. Als 
nächstes wurde jeweils 70 µl DMSO (Dimethyl sulfoxide, Sigma D-8779) zugegeben, 
durch vorsichtiges Invertieren ohne Vortexen gemischt und ein Hitzeschock für 15 
min in einem 42°C warmen Wasserbad angeschlossen. Der Ansatz wurde für 2 min 
auf Eis inkubiert und für 5 sec bei 13000 UpM bei RT sedimentiert. Der Überstand 
wurde verworfen und die Zellen in 500 µl sterilem 1x TE-Puffer resuspendiert. Von 
diesem Ansatz wurden 100 µl Hefezellen direkt auf entsprechende 
Nährmedienplatten ausgestrichen. Um Einzelkolonien zu erhalten, wurde auch eine 
1:10, eine 1:100 und eine 1:1000 Verdünnung ausplattiert. Die Nährmedienplatten 
mit den transformierten Hefezellen wurden dann für 5-7 Tage bei 30°C im 
Brutschrank inkubiert. Hefekolonien, welche in dieser Zeit gewachsen waren, wurden 
abgenommen und weiter kultiviert.  
 
4.3.5 Präparation von Hefe-Proteinextrakten 
 
Um die Expression eines Proteins, dessen Plasmid-DNA zuvor in einen Hefe-Stamm 
transformiert worden war, zu überprüfen wurde ein Proteinextrakt aus diesem 
Hefeklon hergestellt. Dieser konnte dann mit Hilfe eines „Western-Blot“-Verfahrens 
(s. 4.2.2) und einer anschließenden Immun-Reaktion mit spezifischen Antikörpern 
analysiert werden. 
Lösungen: 
„cracking“-Puffer (Stocklösung):  8 M Harnstoff 
      5 % SDS 
      40 mM Tris-HCl pH 6,8 
      0,1 mM EDTA pH 8,0 
      0,4 mg/ml Bromphenolblau 
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Protease Inhibitorlösung:   Pepstatin A   0,1 mg/ml 
      Leupeptin   0,03 mM 
      Benzamidin   145 mM 
      Aprotinin   0,37 mg/ml 
PMSF (100x):    0,174 g PMSF in 10 ml Isopropanol 
 
„cracking“-Puffer komplett:  „cracking”-Puffer (Stocklsg.) 1 ml 
(frisch ansetzen)    ß-Mercaptoethanol   10 µl 
      Protease-Inhibitorlösung  70 µl 
      PMSF (100x)    50 µl 
 
Für jeden transformierten Hefe-Klon, der mit dem „Western-Blot“-Verfahren getestet 
werden sollte, wurde eine Übernacht-Kultur in 5 ml SD-Medium mit entsprechender 
Aminosäure-Kombination angeimpft. Dazu wurde eine Kolonie mit einem 
Durchmesser von ca. 1-2 mm, die nicht älter als einige Tage war oder eine 
äquivalente Menge an Hefezellen zum Inokulieren des Mediums gewählt. Als 
Kontrolle wurde eine Kolonie untransformierter Hefezellen in 10 ml YPDA-Medium 
überführt und über Nacht, bei 30°C und 250 UpM inkubiert. Die Übernacht-Kulturen 
wurden am nächsten Tag für 1 min gevortext, um Zellklumpen zu lösen. Nun wurde 
jede Übernacht-Kultur in 45 ml frischem SD bzw. YPDA-Medium bis zu einer OD600nm 
von 0,3 verdünnt und bis zu einer OD600nm von 0,6 bei 30°C unter Schütteln bei 250 
UpM inkubiert. Zur Berechnung der „gesamten Anzahl der sogenannten OD-
Einheiten“, wurde die OD600nm (einer 1 ml Probe) mit dem gesamten Kulturvolumen 
multipliziert. Diese Kulturen wurden sofort in eisgekühlte Zentrifugenröhrchen 
überführt und für 5 min bei 4°C mit 1000 UpM sedimentiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Sediment in 50 ml eiskaltem ddH2O resuspendiert. Nach erneuter 
Sedimentierung für 5 min bei 4°C mit 1000 UpM, wurde das Sediment in flüssigem 
Stickstoff eingefroren und konnte so bei -80°C gelagert werden. 
Um die Hefezellen aufbrechen zu können, musste das tiefgefrorene Zellsediment in 
einem auf 60°C vorgewärmten komplettierten „cracking“-Puffer resuspendiert 
werden. Dieser Puffer wurde immer frisch und erst kurz vor Gebrauch angesetzt. Es 
wurde 100 µl komplettierter „cracking“-Puffer pro 7,5 OD600 Einheiten Zellen 
eingesetzt. Das Sediment mit den tiefgefrorenen Zellen wurde unverzüglich nach 
Zugabe des komplettierten „cracking“-Puffers im 60°C Wasserbad für max. 2 min 
aufgetaut. Es empfielte sich alle 7 min frisches PMSF zuzugeben (1 µl / 100 µl 
„cracking“-Puffer). Die Zellsuspensionen wurden in 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefäße mit 80 µl Glaskügelchen pro 7,5 OD600 Einheiten Zellen überführt, 
10 min bei 70°C erhitzt und anschließend mindestens 1 min gut gevortext. Dieses 
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Zelllysat wurde bei 4°C und 13000 UpM für 5 min sedimentiert. Der Überstand, 
welcher nicht ganz abgenommen wurde , konnte in ein frisches Reaktionsgefäß 
überführt und auf Eis gelagert werden. Das verbliebene Sediment wurde für 5 min in 
einem kochenden Wasserbad inkubiert und anschließend für 1 min intensiv 
gevortext. Nach erneuter Sedimentierung konnten beide Überstände vereinigt 
werden. Diese wurden nochmals 20 min bei 95°C gekocht, auf einem 
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (s. 4.2.1) und einem „Western-Blot“-
Verfahren (s. 4.2.2) unterzogen.  
 
4.3.6 Isolierung der Plasmid-DNA aus Hefezellen 
 
Plasmid-DNA konnte durch das folgende Protokoll aus Hefezellen in ausreichender 
Qualität und Quantität isoliert werden, um damit eine PCR-Reaktion anzuschließen 
und/oder E. coli Zellen zu transformieren. Diese Methode lieferte allerdings eine 
Mischung aus intakten Plasmiden mit genomischen DNA-Fragmenten. Daher war die 
so gewonnene Plasmid-DNA nicht rein genug für eine sofortige gelelektrophoretische 
Analyse. 
Lösungen: 
Hefe-Lyse Lösung:   2 % TritonX-100  10 mM Tris-HCl pH 8,0 
     1 % SDS   1 mM EDTA 
     100 mM NaCl 
Natriumacetat-Lösung (pH 5,2):  3 M NaOAc (pH mit Essigsäure einstellen) 
Phenol-Chloroform 1:1-Gemisch 
 
Es wurden 2 ml Flüssigmedium mit einem entsprechenden Hefestamm inokuliert und 
über Nacht bei 30°C und 250 UpM inkubiert. Die Kultur wurde in 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefäße überführt. Die Zellen wurden bei 13000 UpM für 3 min bei RT 
sedimentiert, der Überstand verworfen und das Sediment in 300 µl Hefe-Lyse-
Lösung resuspendiert. Anschließend folgte die Zugabe von 300 µl Phenol-
Chloroform (1:1) (nur die Phenolphase verwenden) und 300 mg säuregereinigter 
Glaskügelchen (G-8772, Sigma). Die Suspension wurde für 5 min gründlich auf 
einem Vibrax (IKA-Werke, Staufen) gevortext und dann für 5 min bei RT und 13000 
UpM zentrifugiert. Die obere, die DNA enthaltende wässrige Phase wurde in ein 
frisches 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt. Die DNA wurde mit 1/10 
Volumen 3 M NaOAc (pH 5,2) und dem 2,5 fachen Volumen Ethanol, durch 
Inkubation in flüssigem Stickstoff für 10 min präzipitiert und anschließend bei 13000 
UpM für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das DNA-Sediment 
mit 1 ml 70% EtOH gewaschen und erneut für 10 min bei RT zentrifugiert. Der 
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Waschüberstand wurde ebenfalls verworfen, das DNA-Sediment an der Luft 
getrocknet und anschließend in 30 µl TE-Puffer gelöst. Für die Transformation von 
DH5αTM-T1R Bakterien wurden 5 µl dieser DNA-Lösung verwendet. 
 
4.3.7 Test von Hefezellen auf Expression des lacZ-Reportergens 
 durch Filterabklatsch und Färbung mit X-Gal 
 
Dieser Test wurde durchgeführt, um die β-Galaktosidase Aktivität der auf SD/–AHLT-
Selektionsmedium gewachsenen Hefeklone nach einem Verpaarungsansatz, zu 
überprüfen. Dabei wurde X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranosid, 
B-9146, Sigma) zur kolorimetrischen Bestimmung der β-Galaktosidase-
Enzymaktivität verwendet; denn durch die Hydrolyse von X-Gal entsteht ein blaues 
wasserunlösliches Präzipitat, welches die „lacZ-positiven“ Hefeklone färbt. 
Lösungen: 
Z-Puffer Stocklösung: für 1 l  Na2HPO4 x 7H2 O  16,1 g 
NaH2PO4 x 7H2 O  5,5 g 
KCl    0,75 g 
      MgSO4·x 7H2 O  0,246 g 
      H2O ad 1000 ml 
X-Gal Stocklösung:    5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D- 
      galactopyranosid, B-9146, Sigma 
β-Mercaptoethanol:    Merck, Darmstadt 
 
Z-Puffers / X-Gal-Lösung:   12,5 ml Z-Puffer Stocklösung 
      34 µl β-Mercaptoethanol 
      209 µl X-Gal Stocklösung 
Flüssigstickstoff mit Gefäß 
 
Die zu untersuchenden Kolonien wurden zunächst für einen Tag auf den 
entsprechenden Selektionsplatten inkubiert. Anschließend wurde von diesen 
Kolonien ein Filterabklatsch hergestellt, indem ein entsprechend 
zurechtgeschnittenes steriles Whatmann-Papier auf die Platte mit den Kolonien 
gelegt, mit einem sterilen Drigalski-Spatel leicht angepresst und dann wieder 
abgehoben wurde. Der Filter wurde anschließend mit den Kolonien nach oben 
zeigend erneut für einen Tag auf einer frischen Selektionsplatte bei 30°C inkubiert. 
Am nächsten Tag wurde der Filter vorsichtig mit einer Pinzette von der Platte 
abgehoben und für 10 sec in flüssigen Stickstoff überführt, um die Zellmembranen 
der Hefekolonien zu permeabilisieren. Die Expression des lacZ-Reportergens wurde 
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mit Hilfe einer X-Gal Lösung getestet: Dazu wurden etwa 4,5 ml der Z-Puffer / X-Gal-
Lösung auf ein zurecht geschnittenes Whatmann-Filterpapier, welches auf den 
Boden einer leeren Petrischale ausgelegt worden war, gegeben. Auf diesen 
befeuchteten Filter wurde ein weiterer Filter gelegt. Beide Filter sollten gut mit dem 
Puffer durchtränkt sein. Der mit den Hefekolonien bewachsene Filter wurde aus dem 
Stickstoff genommen und auf ein Papier zum Auftauen gelegt. Anschließend wurde 
er mit der Kolonien bewachsenen Seite nach oben in die vorbereitete Petrischale mit 
der Z-Puffer / X-Gal-Lösung luftblasenfrei aufgelegt. Die Petrischalen wurden mit 
Parafilm verschlossen und bei 37°C inkubiert. Die Positivkontrollen begannen sich 
nach etwa 2 h blau zu färben; die Negativkontrollen nach etwa 18 h. Kolonien die 
sich nach den Negativkontrollen färbten wurden als unspezifisch bewertet. 
 
4.3.8 Einfrieren von Hefezellen 
 
Zur längeren Lagerung von Hefeklone wurden Glycerolstocks angelegt und diese bei 
–80°C eingefroren. Hierzu wurden Hefezellen von der entsprechenden 
Nährmedienplatte abgenommen, in 250 µl Flüssigmedium (mit oder ohne Selektion) 
in Einfrierröhrchen (Nunc, Wiesbaden) gut resuspendiert und mit 250 µl 50%igem 
sterilem Glycerol versetzt. Danach wurden die Hefezellen nochmals gut 
resuspendiert und sofort bei –80°C eingefroren.  
 
4.3.9 Auftauen von Hefezellen 
 
Um diese bei –80°C eingefrorenen Hefezellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde 
eine Ampulle bei 37°C aufgetaut, die Hefezellsuspension sofort in ein 1,5 ml-
Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und für 5 min bei 3000 UpM zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen, das Zellsediment in 10 µl frischem Flüssigmedium 
resuspendiert und anschließend auf eine frische Nährmedienplatte getropft. 
Nachdem der Tropfen eingezogen war, wurde die Platte zur Inkubation bei 30°C in 
den Brutschrank gestellt. 
 
4.3.10 Durchsuchen einer vortransformierten cDNA-Bibliothek 
 durch Verpaarung von Hefestämmen  
 „Yeast-two-hybrid-Screen“ (“Y2H-Screen”) 
 
Um Interaktionspartner des Intermediärfilament-Proteins Vimentin des afrikanischen 
Krallenfroschs Xenopus laevis (Xl) zu finden, führte ich einen „Y2H-Screen“ mit der 
Vimentin-Rod-Domäne als Fängerdomäne durch. Als potentielle Bindungspartner 
verwendeten wir Faktoren, die als cDNA-Bibliothek aus HeLa-Zellen, vortransformiert 
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in dem Hefestamm Y187 (Clontech, Heidelberg) vorlagen (genaue Beschreibung der 
cDNA Bibliothek im Ergebnisteil 5.2.2). Es wurde das „Matchmaker 3“-System von 
Clontech, Heidelberg verwendet. Das folgende Protokoll wurde in Übereinstimmung 
mit dem Herstellerprotokoll (Pretransformed Matchmaker Libraries, Clontech, 
Heidelberg) durchgeführt. 
Lösungen:2x YPDA / Kanamycin (50 mg / ml): ca. 200 ml 
0,5x YPDA / Kanamycin (50 mg / ml): ca. 20 ml 
SD/-Trp Selektionsmedium: ca. 50 ml 
SD/-AHLT 150 mm Nährmedienplatten: ca. 50 Stück 
Weitere Nährmedienplatten: 
a.) zur Kontrolle der Verpaarungseffizienz:   SD/-Leu 4x 
SD/-Trp 4x 
SD/-LT 4x 
b.) zur Ermittlung des Bibliotheken-Titers:   SD/-Leu 3x 
c.) für die Positivkontrolle des Verpaarungsansatzes: SD/-Leu 4x 
SD/-Trp 4x 
SD/-LT 6x 
SD/-LTH 2x 
SD/-AHLT 2x 
 
Von dem Hefestamm, der das Fusionsprotein bestehend aus GAL4-Bindedomäne 
und Vimentin-Rod-Domäne, der im Folgenden als „bait“-Stamm bezeichnet wurde, 
wurde eine konzentrierte Übernachtkultur in 50 ml SD/-Trp Flüssigmedium angelegt 
(s. 4.3.2). Dafür sollte eine Kolonie dieses Stammes verwendet werden, die am Tag 
zuvor frisch passagiert worden war (s. 4.3.1). Diese Kultur wurde über Nacht bei 250 
UpM und 30°C in einem 250 ml Erlenmeyerkolben inkubiert. Am nächsten Tag sollte 
sie eine OD600nm >0,8 haben. Die Hefezellen wurden bei 2000 UpM und RT 
sedimentiert, in 5 ml Restflüssigkeit des Mediums wieder resuspendiert und 
gevortext. Von dem Hefestamm mit vortransformierter cDNA-Bibliothek, der im 
Folgenden als „prey“-Stamm bezeichnet wurde, wurde eine 1 ml-Einheit in einem 
Wasserbad bei RT langsam aufgetaut. Hiervon wurden 10 µl zur späteren 
Bestimmung des Bibliotheken-Titers entnommen (s. 4.3.13) und auf Eis gelagert. Der 
Verpaarungsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
Zuerst wurden 40 ml 2x YPDA / Kanamycin in einen 2 l-Erlenmeyerkolben gegeben. 
Anschließend folgten 5 ml des in SD/-Trp resuspendierten „bait“-Stammes, 1 ml des 
„prey“-Stammes und 4x 1 ml 2x YPDA / Kanamycin mit dem das Gefäß ausgespült 
wurde, indem sich der „prey“-Stamm befunden hatte. Der Ansatz wurde durch 
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leichtes Schwenken gemischt und für 24 h bei 30°C und 30-50 UpM inkubiert. Nach 
20 h konnten unter einem Phasenkontrastmikroskop bei einer Vergrößerung von 
400x diploide sowie triploide Zygoten (Triaden) beobachtet werden. Nach Ablauf der 
24 h wurde die Kultur geerntet. Hierzu wurde sie für 10 min bei 2000 UpM und RT 
sedimentiert. Der Erlenmeyerkolben wurde 2x mit jeweils 50 ml 2x YPDA / 
Kanamycin-Medium ausgespült. Mit diesem „Waschmedium“ (100 ml) wurde 
anschließend das Hefesediment gewaschen und erneut sedimentiert. Das 
Zellsediment wurde dann in 10 ml 0,5x YPDA / Kanamycin resuspendiert und dessen 
Gesamtvolumen bestimmt. Zur Kontrolle der Verpaarungseffizienz wurden zunächst 
45 µl des Verpaarungsansatzes entnommen und auf 450 µl mit 0,5x YPDA / 
Kanamycin 1:10 verdünnt. Hiervon wurde später eine 1:100, eine 1:1000 und eine 
1:10000-Verdünnung angesetzt. Von diesen Verdünnungen wurden je 100 µl auf die 
entsprechenden Selektionsnährmedienplatten ausgestrichen. Doch zuvor wurde der 
Verpaarungsansatz ausplattiert. Pro 150 mm SD/-AHLT Nährmedienplatte wurden 
200 µl Verpaarungsansatz gegeben und die Hefezellen mit Hilfe von sterilen 
Glaskugeln ausplattiert. Die Platten mit dem ausgestrichenen Verpaarungsansatz 
wurden in die originalen Plastiktüten verpackt und leicht verschlossen. Mit dem Agar 
nach oben wurden sie für mindestens 3 Wochen bei 30°C in Brutschrank inkubiert. 
Nach dem Ausplattieren des Verpaarungsansatzes wurden die Kontrollansätze 
ausgestrichen, ebenso der Ansatz zur Bestimmung des Bibliotheken-Titers. Schon 
während der 3-wöchigen Inkubationsphase des Verpaarungsansatzes wurden 
gewachsene Kolonien von den Platten genommen und damit begonnen diese zu 
analysieren. 
 
4.3.11 Berechung der Verpaarungseffizienz zweier Hefestämme 
 
Um die Verpaarungseffizienz zweier Hefestämme berechnen zu können, mussten 
die Kolonien des Kontrollversuches gezählt werden, die auf den SD/-Leu, SD/-Trp 
und SD/-LT gewachsen waren. Außerdem wurde auch die Koloniezahl der diploiden 
Nachkommen auf den SD/-AHLT Platten gezählt. Dafür wurde die Platte mit der 
Verdünnung ausgesucht, auf der sich zwischen 30-300 Kolonien befanden. Aus 
dieser Zahl und der folgenden Formel ließ sich die Anzahl der lebenden Zellen pro 
Milliliter berechnen: 
 
Koloniezahl x 1000 µl / ml                                 = Anzahl der lebenden Zellen / ml 
ausplattiertes Volumen x Verdünnungsfaktor 
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Der limitierende Partner sollte der mit der cDNA-Bibliothek vortransformierte Y187 
Stamm sein. Zur Berechnung der Verpaarungseffizienz wurde die Zahl der Diploiden 
durch die Zahl des limitierenden Partners dividiert und mit hundert multipliziert: 
 
Anzahl der lebenden Zellen / ml (der Diploiden)                  x 100    = % Diploide 
Anzahl der lebenden Zellen / ml (des limitierenden Partners) 
 
Die Verpaarungseffizienz sollte > als 5% sein. 
 
4.3.12 Berechnung der Anzahl der durchsuchten Klone 
 
Um die Anzahl an möglichen durchsuchten Hefeklone zu ermitteln, wurde die Anzahl 
an lebenden Zellen pro Milliliter (der Diploiden) mit dem Gesamtvolumen (12,5 ml) 
welches ausplattiert wurde multipliziert. Dieser Wert sollte mindestens 3x 106 
betragen. 
 
4.3.13 Berechnung des Bibliotheken-Titers 
 
Die 10 µl des aufgetauten, mit der HeLa-cDNA vortransformierten Y187 
Hefestammes wurden zur Berechnung des Bibliotheken-Titers in 1 ml 0,5x YPDA / 
Kanamycin resuspendiert. Dies ergab die Verdünnung A mit einem 
Verdünnungsfaktor von 10-2. Aus dieser Verdünnung wurden wiederum 10 µl 
entnommen und in 1 ml 0,5x YPDA / Kanamycin gegeben. Dies ergab die 
Verdünnung B mit einem Verdünnungsfaktor von 10-4. 10 µl von Verdünnung A 
wurden zu 50 µl 0,5x YPDA / Kanamycin gegeben und das gesamte Volumen auf 
eine SD/-Leu Nährmedienplatte ausgestrichen. Von Verdünnung B wurden 50 µl und 
100 µl direkt auf SD/-Leu Nährmedienplatten ausplattiert. Auch diese Platten wurden 
mehrere Tage bei 30°C inkubiert. Der Bibliotheken-Titer berechnet sich wie folgt: 
 
Anzahl der Kolonien                                                        = Anzahl der Kolonien / ml 
ausplattiertes Volumen (ml) x Verdünnungsfaktor 
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4.4 Zellkultur-Techniken 
 
Lösungen: 
DMEM:    Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium mit  
     Earl’schen Salzen und Phenolrot 
 
DMEM/FKS/PenStrep:  DMEM mit 10% fötalem Kälberserum (FKS; 
     Seromed, Berlin), zusätzlich 20 mM Glutamin 
     und je 100 µg/µl Penicillin und Streptomycin 
     (Invitrogen, Karlsruhe) 
 
PBS/EDTA:    0,5 mM EDTA in 1x PBS 
 
Trypsin-Lösung:   0,25% (w/v) Schweinetrypsin (BD, Heidelberg) 
     in 1x PBS/EDTA 
 
20 mg/ml G418 in DMEM:  = Geneticin (Invitrogen, Karlsruhe) 
 
4.4.1 Passagieren von Kulturzellen 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Kulturzellen wurden bei einer Temperatur von 37°C 
und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % mit 5 % CO2 in DMEM/FKS/PenStrep in 60 mm-
Kulturschalen (Becton-Dickinson, Heidelberg) gehalten (genaue Kultivierungs-
bedingungen sind der Tabelle 1 im Materialteil 3.1.2 zu entnehmen). Die Kulturen 
wurden in der logarithmischen Wachstumsphase gehalten, indem sie alle drei bis vier 
Tage in einer geeigneten Verdünnung in frische Kulturschalen ausgesät wurden. 
Konfluente Zellkulturen wurden nach Entfernen des alten Mediums zunächst mit 3 ml 
PBS/EDTA gewaschen, anschließend durch Zugabe von 3 ml Trypsin-Lösung, 
welche bis auf 200 µl vollständig wieder abgenommen wurde, und durch eventuelle 
Inkubation im Brutschrank bei 37°C für wenige Minuten, vom Schalenboden gelöst. 
Hatte sich der Zellrasen vollständig gelöst, wurden die Zellen in 5 ml frischem 
DMEM/FKS/PenStrep resuspendiert und mit der gewünschten Verdünnung in eine 
neue Kulturschale mit bereits vorgelegtem Medium überführt. Zur Herstellung von 
Zellkulturpräparaten wurden autoklavierte Deckgläschen (∅12 mm) auf dem Boden 
der Kulturschale ausgelegt, anschließend die Zellen transfiziert (s. 4.4.2.1) und wie 
oben beschrieben ausgesät. In einem nächsten Schritt konnten diese Zellen dann 
fixiert (s. 4.4.6) und eine Immunfluoreszenz-Färbung (s. 4.4.7) der jeweiligen Proteine 
von Interesse durchgeführt werden. 
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4.4.2 Transfektion von Kulturzellen 
 
Unter Transfektion versteht man das Einschleusen von Fremd-DNA in 
eukaryontische Zellen, zur Herstellung von transient oder stabil transfizierten 
Zellinien. 
 
4.4.2.1 Transiente Transfektion von Kulturzellen 
Aufgrund der hohen Transfektionseffizienz wurden alle Transfektionsexperimente mit 
dem Fugene6-Reagenz von Roche Diagnostics, Mannheim durchgeführt. 
Die Zellen wurden so ausgesät, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine 
Konfluenz von 50-80 % aufwiesen. Zur Transfektion von Zellen in 35 mm- bzw.  
60 mm-Kulturschalen wurden pro Ansatz 97 µl bzw. 242,5 µl serumfreies DMEM in 
einem Reaktionsgefäß vorgelegt. Dem Medium wurden 3 µl bzw. 7,5 µl 
Transfektionsreagenz zugegeben und für 5 min bei RT inkubiert. In einem weiteren 
Reaktionsgefäß wurden 2 µg bzw. 5 µg des zu transfizierenden DNA-Konstruktes 
vorgelegt, auf welches schließlich das Medium-Reagenz-Gemisch getropft wurde. 
Nach einer 15-minütigen Inkubation bei RT wurde der komplette Transfektionsansatz 
tropfenweise auf die zu transfizierenden Zellen gegeben. Zur Überprüfung der 
Transfektionseffizienz oder zur Betrachtung transienter Transfektionsergebnisse 
wurden beim Passagieren der Zellen sterile Galsplättchen auf dem Schalenboden 
ausgelegt. Diese wurden 24-48 h nach der Transfektion entnommen, fixiert (s. 4.4.6) 
und einer Immunfluoreszenz-Färbung (s. 4.4.7) unterzogen. 
 
4.4.2.2 Stabile Transfektion von Kulturzellen 
Selektionsmarker-Stocklösung in DMEM: 
20 mg/ml G418:  = Geneticin (Invitrogen, Karlsruhe) 
 
Unter einer stabilen Transfektion eukaryontischer Zellen versteht man die dauerhafte 
Integration von Fremd-DNA in das Genom der Zellen. Dies wurde durch Inkubation 
der transfizierten Zellen unter Selektionsdruck erreicht. 
Voraussetzung für die Selektion mit Geneticin war das Vorhandensein eines 
Resistenzgens auf dem zu transfizierenden DNA-Konstrukts. Da der p2minus-Vektor 
dieses Resistenzgen nicht besaß, musste in diesem Fall eine Doppeltransfektion mit 
einem weiteren Vektor pAG60 in einer 60 mm-Kulturschale durchgeführt werden (s. 
4.4.2.1). Dieser Vektor ermöglichte den Zellen, nach dessen Aufnahme, in einem 
Geneticin-haltigen Medium zu überleben und wurde im Verhältnis 1:10 gegenüber 
dem p2minus-Vektor eingesetzt. Nach erfolgter Transfektion wurden die Zellen 
zunächst 2 Tage unter Standardbedingungen kultiviert. Dann wurde das Medium 
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abgenommen, die Zellen mit PBS/EDTA-Lösung gewaschen, trypsiniert, in 20 ml 
DMEM/FKS/PenStrep ohne Geneticin resuspendiert und in zwei 10 ml-Kulturschalen 
überführt. Am nächsten Tag wurde das Medium wieder abgenommen und durch 
DMEM/FKS/PenStrep mit Selektionsmarker ersetzt. Nicht transfizierte Zellen konnten 
die Selektion mit 0,5 mg/ml G418 nicht überleben. Nach einigen Tagen konnte 
beobachtet werden, dass diese Zellen alle starben, vereinzelt sich aber neue 
Kolonien gebildet hatten. In einem Intervall von ca. 7-14 Tagen wurde die Hälfte des 
Geneticin-haltigen Mediums erneuert. Auf diese Weise wurden die Zellen mehrere 
Wochen kultiviert, bis die Zellklone zu einer ausgeprägten Kolonie angewachsen und 
mit bloßem Auge gut zu erkennen waren. Die Kolonien wurden mit einer 
Pipettenspitze vom Schalenboden gekratzt, in 2x 100 µl aufgenommen, in eine 
Vertiefung einer 96-Lochplatte überführt und für mehrere Tage bei 37°C inkubiert bis 
die Zellen konfluent vorlagen. Zur Wachstumsunterstützung konnte ihnen ein 
Gemisch aus Wachstumsfaktoren (Condimed, Roche Diagnostics, Mannheim) 
zugesetzt werden. Bei der nächsten Passage wurden die Klone in eine 24-Loch-
Platte überführt. Zur Überprüfung des Zellklones wurden dann sterile Galsplättchen 
auf dem Schalenboden einer 35-mm-Kulturschale ausgelegt, Zellen des jeweiligen 
Klons darauf ausgesät, die Plättchen nach 24 h entnommen, fixiert und einer 
Immunfluoreszenz-Färbung unterzogen. Positive Klone wurden weiter kultiviert und 
bei –80°C eingefroren. 
 
4.4.3 Subklonierung von stabil transfizierten Kulturzellen 
 
Um einen Zellklon zu erhalten, der das gewünschte Protein in allen Zellen 
gleichmäßig stark exprimierte, wurde der Subklon SW13-E7/300, der ebenfalls durch 
Subklonierung von M. Reichenzeller aus dem Zellklon SW13-SC (Herrmann et al., 
1993) erhalten worden war, nochmals subkloniert. Hierzu wurde eine konfluente 60 
mm-Kulturschale zunächst mit PBS/EDTA-Lösung gewaschen, trypsiniert und 
schließlich die Konzentration an Zellen pro Milliliter Medium mit Hilfe einer Neubauer-
Zählkammer bestimmt. Anschließend wurden die Zellen so verdünnt, dass sie in 
einer Konzentration von 2-3 Zellen pro 200 µl Medium vorlagen. Diese Zell-Lösung 
wurde mit Hilfe einer Mehrkanal-Pipette in 96-Loch-Platten (200 µl/Loch) überführt. 
Aus einigen dieser Einzelzellen wuchsen dann im Verlauf mehrerer Wochen 
Kolonien heran, die nach Erreichen des konfluenten Stadiums in eine 24-Loch-Platte 
transferiert wurden. Konnte der Subklon in eine 35 mm-Kulturschale überführt 
werden, wurde zuvor ein Glasplättchen ausgelegt, um die Zellen in einer 
anschließenden Immunfluoreszenz-Färbung (s. 4.4.7) zu testen. Positive Subklone 
wurden weiter kultiviert und zur Langzeitlagerung bei –80°C eingefroren (s. 4.4.4). 
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4.4.4 Einfrieren von Gewebekulturzellen 
 
Zur Langzeitlagerung von Zellklonen und um auf eine bestimmte Zellpassage 
zurückgreifen zu können, wurden Klone bei –80°C oder in flüssigem Stickstoff 
gelagert. Dazu wurde der konfluente Zellrasen in einer 60 mm-Kulturschale zunächst 
mit PBS/EDTA-Lösung gewaschen, trypsiniert und schließlich in 1,6 ml 
DMEM/FKS/PenStrep resuspendiert. Pro Ampulle wurden 150 µl DMSO (Dimethyl 
sulfoxid, D-2438, Sigma, Taufkirchen) vorgelegt und mit 1,5 ml der Zellsuspension 
gut gemischt. Die Ampullen wurden zunächst für mindestens 30 min bei –20°C 
eingefroren, um anschließend bei –80°C bzw. in flüssigem Stickstoff gelagert zu 
werden. 
 
4.4.5 Auftauen von Gewebekulturzellen 
 
Um die tiefgefrorenen Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die gefrorenen 
Ampullen langsam im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die Zellsuspension wurde 
dann in 5 ml auf 37°C vorgewärmtes DMEM/FKS/PenStrep überführt, gemischt und 
bei 1000 UpM für 5 min zentrifugiert. Anschließend wurde der ÜB abgenommen und 
das Zellsediment in 5 ml frisches DMEM/FKS/PenStrep vorsichtig resuspendiert. Die 
so aufgenommenen Zellen wurden in eine 60 mm-Kulturschale gegeben und unter 
Standardbedingungen im Brutschrank kultiviert. 
 
4.4.6 Fixierung von Zellen 
 
Für die anschließende Durchführung einer Immunfluoreszenz-Färbung (IMF-
Färbung) oder zur Beobachtung von GFP-/YFP- oder CFP-markierten Proteinen in 
transfizierten Zellen unter dem Mikroskop, wurden die auf den Glasplättchen 
angewachsenen Zellen wie folgt fixiert: 
 
4.4.6.1 Methanol-Aceton-Fixierung 
Die Glasplättchen wurden aus der Kulturschale entnommen und in auf 37°C 
vorgewärmten Zellwasch-Puffer (1x PBS/2 mM MgCl2) zur Entfernung von 
Mediumresten gewaschen. Wurden die Zellen nur bei 28°C kultiviert hatte der 
Zellwasch-Puffer die entsprechende Temperatur. Anschließend wurden sie für 4 min 
in –20°C kaltem Methanol p.A. fixiert, dann für 30 sec in –20°C kaltem Aceton p.A. 
permeabilisiert und danach luftgetrocknet. Sie konnten anschließend für eine IMF-
Färbung eingesetzt werden oder bei –20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert 
werden. 
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4.4.6.2 Formaldehyd-Fixierung 
Lösungen: 
Zellwasch-Puffer:    1x PBS/2 mM MgCl2
 
2% Formaldehyd-Lösung in 1x PBS: durch Erwärmen bis max. 80°C geht das 
      Paraformaldehyd in Lösung 
 
Ammoniumchlorid-Lösung:   50 mM Ammoniumchlorid in 1x PBS 
 
0,05%ige Triton-X100-Lösung in 1x PBS 
 
Am häufigsten wurde diese Fixierungsmethode angewendet, da sie den besseren 
Strukturerhalt und somit bessere Präparate für die konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie gewährleistete. Wenn der zu verwendete primäre Antikörper allerdings 
für eine Formaldehyd-Fixierung ungeeignet war, wurde eine Methanol-Aceton-
Fixierung durchgeführt. 
Die auf Glasplättchen gewachsenen Zellen wurden zunächst in Zellwasch-Puffer bei 
28°C oder 37°C gewaschen und anschließend durch Zugabe von 2% Formaldehyd-
Lösung in 1x PBS für 10 min bei RT fixiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 
Ammoniumchlorid-Lösung für je 4 min bei RT. Ein weiterer kurzer Waschschritt mit 
1x PBS wurde angeschlossen. Zur Permeabilisierung wurde 0,05%ige Triton-X100-
Lösung in 1x PBS für 5 min auf die Zellen gegeben. Anschließend wurden diese 2x 
kurz in 1x PBS gewaschen und bis zur IMF-Färbung in diesem Puffer aufbewahrt. 
 
4.4.7 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 
 Immunfluoreszenz-Färbung (IMF-Färbung) 
 
Durch Verwendung dieser Methode können Proteine in Zellen, die zuvor in 
geeigneter Weise fixiert worden waren, mit Hilfe eines spezifischen 
Primärantikörpers und eines fluorochromderivatisierten Sekundärantikörpers, bei 
Betrachtung mit einem Fluoreszenzmikroskops, sichtbar gemacht werden.  
 
4.4.7.1 Einfache Immunlokalisation 
Fixierte Zellpräparate wurden in eine feuchte Kammer mit der Zellseite nach oben 
gelegt. Falls eine Methanol-Aceton-Fixierung vorausgegangen war, wurden die 
luftgetrockneten Plättchen kurz zuvor mit 1x PBS benetzt. Nach einer Formaldehyd-
Fixierung entfiel dieser Schritt. Es wurden 30 µl einer geeigneten Verdünnung des 
Primärantikörpers in 1x PBS für 15-30 min bei RT auf die Glasplättchen aufgebracht 
(Tab. 11, Methodenteil 3.4.1). Monoklonale Hybridomüberstände wurden unverdünnt 
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eingesetzt, Antiseren wurden 1:20-1:300 in 1x PBS verdünnt. Die Glasplättchen 
wurden vorsichtig gewaschen, in dem sie einzeln zweimal kurz in 2 ml-Schalen mit 
1x PBS gelegt wurden. Anschließend wurden die Plättchen wieder in die feuchte 
Kammer gelegt und die Inkubation mit dem fluorochromderivatisierten 
Sekundärantikörper durchgeführt. Dazu wurden 30 µl Antikörper-Verdünnung pro 
Plättchen aufgetragen und für 20-30 min bei RT inkubiert. Diese 
fluorochromderivatisierten Sekundärantikörper wurden in der Regel 1:300 in 1x PBS 
verdünnt (s. Methodenteil 3.4.2). Zur Anfärbung der DNA wurde DAPI (1:10000 in 1x 
PBS; Serva, Heidelberg) für 5 min bei RT oder Hoechst 33342 (Molecular Probes, 
Leiden Niederlande) verwendet. Anschließend wurden die Zellen wie oben 
beschrieben gewaschen; zunächst einmal kurz mit 1x PBS, dann mit ddH2O. Die 
Zellen auf den Glasplättchen wurden nur kurz an der Luft getrocknet, noch feucht auf 
einen Objektträger mit der Zellseite nach unten und mit einem Tropfen Fluoromount 
G (Southern Biotechnologies Ass. Inc., Birmingham AL, USA) aufgebracht. 
 
4.4.7.2 Doppelte Immunlokalisation 
Sollten zwei Antigene gleichzeitig auf einem Präparat detektiert werden, wurden die 
Zellpräparate wie bei einer einfachen Immunlokalisation vorbereitet (s. 4.4.7.1). Die 
Inkubation mit den beiden Primärantikörpern konnte parallel durchgeführt werden, 
vorausgesetzt diese zeigten keine Kreuzreaktivität untereinander. Dazu wurde eine 
Verdünnung beider Antikörper in 1x PBS oder dem verwendeten Hybridomüberstand 
hergestellt. Das weitere Vorgehen entsprach dem der einfachen Immunlokalisation. 
Die fluorochromderivatisierten Sekundärantikörper wurden ebenfalls gemeinsam in 
einer Lösung angesetzt. Bei ihrer Auswahl wurde stets darauf geachtet, dass die 
Emissionsspektren beider Farbstoffe nicht überlappten.  
 
4.5 Fixierung und Färbung von mitotischen Zellen 
 
Die Zellen wurden zunächst auf Glasplättchen ausgesät, je nach Versuchsansatz 
transfiziert und nach 24 h durch Zugabe von Nocodazol (Fluka, Neu-Ulm) in der M-
Phase der Mitose arretiert. Dadurch konnte die Anzahl der mitotischen Zellen auf 
dem Präparat erhöht werden. Das Nocodazol wurde in einer Konzentration von 40 
ng/ml Medium eingesetzt und für 24 h auf den Zellen belassen. Unter dem Mikroskop 
konnte die Anzahl der synchronisierten Zellen bestimmt werden. Da sich mitotische 
Zellen abrunden und vom Schalenboden leicht ablösen, mussten diese vorsichtig 
und zügig durch die Methanol-Aceton-Fixierungsmethode fixiert werden (s. 4.4.6.1). 
Eine IMF-Färbung (s. 4.4.7) wurde ebenfalls zügig angeschlossen. 
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4.6 Vergiften von Gewebekulturzellen mit Colcemid 
 
Durch die Behandlung der Zellen mit Colcemid wurden die Mikrotubuli in den Zellen 
depolymerisiert und in deren Untereinheiten den Tubulinen zerlegt. Die Zellen 
wurden hierzu über Nacht mit 10-6 M Colcemid (Biochrom) im Medium behandelt, 
anschließend fixiert und eine IMF-Färbung durchgeführt. 
 
4.7 Lebendzellbeobachtung am konfokalen Laser- 
   Scanning Mikroskop Leica TCS SP2 
 
Diese Methode wurde angewendet um die Expression von EGFP, ECFP oder EYFP 
markierter Proteine in vivo zu analysieren und deren Verteilung über einen längeren 
Zeitraum direkt unter dem Mikroskop zu beobachten. Hierzu wurden 
Gewebekulturzellen in Lebendbeobachtungskammern (lab-tek, chambered 
coverglass, Brand Products) ausgesät, transfiziert und nach 24h unter dem 
Mikroskop analysiert. Die Zellen wurden in diesem Fall in DMEM-Medium ohne 
Phenolrot inkubiert, da dieser Farbindikator eine Eigenfluoreszenz-Anregung besitzt, 
der bei der Detektion der Fluoreszenzemission von EGFP-Fusionsproteinen stört. 
Außerdem sollte dem Medium 1mM HEPES-Puffer pH 7,4 zugesetzt werden, der die 
CO2-Konzentration im Medium abpuffern kann. Die Zellen wurden bei der 
gewünschten Temperatur, welche durch ein Föngebläse erreicht wurde, am 
Mikroskop inkubiert. Die Lebendbeobachtungskammer wurde mit Silikon abgedichtet 
und verschlossen, um ein Verdunsten des Mediums zu verhindern.  
 
4.8 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie von Immun- 
 fluoreszenz Präparaten 
 
Um Aussagen über die 3D-Anordnung bestimmter Strukturen in den zu 
untersuchenden Zellen machen zu können und um eine Ko-Lokalisation 
verschiedener Proteine zu analysieren, wurde die konfokale Laser-Scanning 
Mikroskopie eingesetzt. Alle konfokalen Aufnahmen wurden selbständig an einem 
Leica TCS SP2-Mikroskop (Leica Microsystems, Mannheim) der Abteilung Prof. Dr. 
R. Eils, Intelligente Bioinformatiksysteme, Deutsches Krebsforschungszentrum 
Heidelberg gemacht.  
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Laserbezeichnung Wellenlängen 
Cadmium-Ionen-Laser 443 nm 
Argon-Ionen-Laser 458, 476, 488, 514 nm 
Helium-Neon-Laser (grün) 543, 594 nm 
Helium-Neon-Laser (rot) 633 nm 
Tab. 21: Laserlinien am Leica TCS SP2. 
 
Die Anregung der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte unter Verwendung 
eines entsprechenden Anregungsfilters. Dabei wurde bei der Auswahl der 
Fluoreszenzfarbstoffe darauf geachtet, dass die Absorptions- und Emissionsspektren 
der Farbstoffe möglichst wenig überlappten. Die Detektion des emittierten 
Fluoreszenzlichts erfolgte mit Hilfe verschiedener sogenannter Photomultiplier 
(PMTs), wobei der Detektionsbereich des emittierten Fluoreszenzlichts mit Hilfe 
eines Spektrometers variabel eingestellt werden konnte. Vor jeder Aufnahme wurden 
die Einstellungen eines jeden PMT sowie der dazugehörige „Offset“-Wert 
(Hintergrundsrauschen) des PMT erneut überprüft und gegebenenfalls korrigiert. 
Jeder PMT wurde in seiner Empfindlichkeit so eingestellt, dass bei der 
Signaldetektion möglichst die gesamte Dynamik des Bildspeichers von 8 oder 12 bit 
ausgenutzt wurde und keine Übersättigung auftrat. Bildformat, Scangeschwindigkeit 
und die verwendeten Objektive variierten je nach Anwendung, der Pinhole-
Durchmesser wurde stets auf 1 Airy-Scheibchen eingestellt. Alle Daten wurden 
schließlich auf einer CD-Rom gespeichert. Zur Bildverarbeitung s. 4.9. 
 
4.9 Bearbeitung der Bilddaten 
 
Die Auswertung und photographische Bearbeitung der aufgenommenen Bilddaten 
erfolgte unter Verwendung des Bildbearbeitungsprogramms Adobe Photoshop 7.0. 
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5 Ergebnisse 
 
5.1 Analyse des durchgeführten  
  „Yeast-two-hybrid-Screens“ 
 
5.1.1 Das „Matchmaker“ 3-System von Clontech 
 
Zur Durchführung des „Yeast-two-hybrid-Screens“ („Y2H-Screen“) wurde das 
„Matchmaker“ 3-System von Clontech, (Heidelberg) verwendet. Dieses System hatte 
gegenüber den zuvor angebotenen „Matchmaker“-Systemen einige 
Weiterentwicklungen, um „falsch-positive“ Interaktionen zu reduzieren, erfahren:  
1. Die Verwendung des Hefestamms Saccharomyces cerevisiae AH109. 
In diesem Hefestamm können nun 3 Reportergene aktiviert werden, welche unter der 
Kontrolle von verschiedenen GAL4 „upstream activating sequences“ (UAS) und 
„TATA“-Boxen stehen (genauere Erläuterung zu den Reportergen-Konstrukten in der 
Einleitung).  
Außerdem können mit diesem System auch relativ schwache vorübergehende 
Wechselwirkungen ermittelt werden. Die Proteine befinden sich in vivo in ihrer 
nativen Konformation. Dieser Zustand ermöglicht eine genauere Untersuchung der 
Proteinwechselwirkung gegenüber einem in vitro System. 
2. Die Verwendung von optimierten Vektoren. 
Die „Matchmaker“ 3-Vektoren pGBKT7 und pGADT7 wurden verbessert, um eine 
hohe Proteinsynthese in den Hefezellen zu ermöglichen. Die GAL4-Binde-
Domänen(BD)-Fusionsproteine wurden mit einem c-myc-Markierungsepitop, die 
GAL4-Aktivierungs-Domänen(AD)-Fusionsproteine mit einem HA-Markierungsepitop 
ko-exprimiert. Außerdem wurde jeweils ein T7-Promotor nach der GAL4-kodierenden 
Sequenz eingeführt. Somit können die entsprechenden Fusionsproteine auch in vitro 
translatiert werden. Die Vektoren verfügten über unterschiedliche Resistenzgene 
(Ampicillin und Kanamycin) zur unabhängigen Amplifikation der Vektor-Konstrukte in 
Bakterienzellen. Darüber hinaus konnte die Transformationseffizienz von Hefezellen 
durch Verwendung dieser neuen Vektoren erhöht werden. 
 
5.1.2 Durchführung des „Y2H-Screens“ 
 
Das “Yeast-two-hybrid“-(Y2H) System wurde verwendet, um potentielle, mit dem 
Intermediärfilament-Protein Vimentin interagierende Proteine zu isolieren (Fields und 
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Song, 1989). Das Prinzip des „Y2T“-Systems ist in der Einleitung näher beschrieben 
(1.2). 
 
5.1.2.1 Herstellung und Überprüfung des „bait“-Stamms 
Die Vimentin-Rod-Domäne des afrikanischen Krallenfrosches Xenopus leavis (Xl) 
wurde über die Schnittstellen NcoI und EcoRI in den Hefevektor pGBKT7 einkloniert 
(s. DNA-Methodenteil 4.1.18.1). Das Konstrukt wurde in den Hefestamm AH109 
transformiert. Der daraus hervorgegangene Hefestamm wurde als AH109 
(XlVimRod) „bait“-Stamm bezeichnet. Zur Kontrolle wurde der leere Vektor ebenfalls 
in den AH109-Stamm transformiert. Dieser Hefestamm wurde AH109 (pGBKT7) 
genannt. Die Expression des GAL4-Fusionsproteins, bestehend aus der GAL4-DNA-
Binde-Domäne (BD), dem c-myc-Markierungseptiop und dem Vimentin-Rod bzw. der 
GAL4-Bindedomäne mit dem c-myc-Markierungseptiop, wurde mit Hilfe eines 
„Western-Blot“-Verfahrens überprüft (s. Methodenteil 4.2.2) (Abb. 12). Durch 
Verwendung eines monoklonalen Antikörpers (9E10-2) gegen das c-myc-
Markierungsepitop  konnten die exprimierten Proteine in den drei getesteten 
Hefeklone mittels Immunblot nachgewiesen werden. Die Größe des GAL4-BD-myc-
Proteins wurde mit 20,2 kDa berechnet. Es wanderte nach elektrophoretischer 
Auftrennung auf einem 15%igen SDS-Kornberggel in der Höhe des errechneten 
Molekulargewichtes. Die Größe des GAL4-BD-myc-Vimentin-Rod-Proteins wurde mit 
40,7 kDa berechnet. Auch dieses Protein wanderte auf dem SDS-Gel in der 
entsprechenden Höhe. In der Spur AH109 wurde als Negativkontrolle ein 
Proteinextrakt des nicht-transfizierten Hefestamms AH109 aufgetragen; in der Spur 
MCF7 ein Zell-Lysat gewonnen aus MCF7-Gewebekulturzellen.  
 
 Abb. 12:  
Immunblot zum Nachweis der Synthese von
GAL4-BD-myc-Vimentin-Rod und GAL4-BD-
myc in den transformierten Hefestämmen
AH109 (XlVimRod) und AH109 (pGBKT7).
Detektion mit dem α-myc Antikörper (9E10-2). Es
wurden jeweils 3 Klone getestet (Spuren 1-3). In
der Spur AH109 wurde als Negativkontrolle ein
Proteinextrakt des nicht-transfizierten Hefestamms
AH109 aufgetragen; in der Spur MCF7 ein Zell-
Lysat von MCF7-Gewebekulturzellen. 
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Es wurde nicht nur die Proteinexpression in den Hefestämmen überprüft, sondern 
auch getestet, ob das transformierte cDNA-Konstrukt für die Hefezellen giftig war. 
Deshalb wurde untersucht, ob sich das Wachstumsverhalten der transformierten 
Hefestämme im Vergleich von dem des nicht transformierten Hefestamms AH109 
unterschied. Ich beobachtete, dass die beiden transformierten Hefestämme AH109 
(XlVimRod) und AH109 (pGBKT7) geringfügig langsamer wuchsen als der nicht-
transformierte AH109 Hefestamm. Dies traf für alle transformierten Hefestämmen zu.  
Ein weiterer wichtiger Test war die Überprüfung, ob das GAL4-BD-myc-Vimentin-
Rod-Protein eine „autoaktivierende“ Funktion auf die Reportergene ausübte. Diese 
sollten natürlich nicht vom „bait“-Protein allein aktiviert werden können, da sonst ein 
„Y2H-Sceen“ hinfällig wäre. Hierzu wurde der AH109 (XlVimRod)- und der AH109 
(pGBKT7)-Stamm auf Nährmedienplatten aufgebracht, denen die Aminosäuren 
Histidin und Tryptophan fehlten oder die kein Adenin und Tryptophan enthielten. In 
beiden Fällen sollte kein Wachstum stattfinden. Die Vimentin-Rod-Domäne aktivierte 
die Reportergene nicht. Somit war die Durchführung eines „Y2H-Screens“ möglich. 
 
5.1.2.2 Ansetzen des Verpaarungsansatzes 
Nachdem ich überprüft hatte, dass der erzeugte „bait“-Stamm für einen „Y2H“-Screen 
geeignet war, konnte die eigentliche Verpaarung vorgenommen werden (s. Hefe-
Methodenteil 4.3.10). Der „bait“-Stamm wurde mit Hefen des Stamms Y187, der eine 
„Matchmaker“-Bibliothek enthielt, verpaart. Bei dieser vortransformierten 
„Matchmaker“-Bibliothek handelte es sich um eine komplexe cDNA-Bibliothek, die in 
den Hefevektor pGAD-GH mit der GAL4-AD einkloniert und in den Hefestamm Y187 
transformiert worden war. Die entsprechende mRNA wurde aus der Zell-Linie HeLa 
S3, (ATCC: CCL2.2) gewonnen. Genauere Angaben zu der „Matchmaker“-Bibliothek 
sind im Ergebnisteil 5.2.2 zu finden. 
Die sexuelle Verpaarung kann zwischen Hefestämmen nur stattfinden, wenn diese 
sich in ihrem Verpaarungstypus („Mating-type“) unterscheiden. Der eine Hefestamm, 
in diesem Fall der AH109 (XlVimRod), war ein MATa-Hefestamm, der andere, der 
Y187-Bibliotheken Stamm gehörte dem MATα Verpaarungstypus an. Generell 
handelt es sich bei Hefestämmen, die dem einen oder anderen Verpaarungstypus 
angehören, um haploide Stämme. Der Verpaarungsprozess beginnt mit einem 
Austausch von Pheromonen, welche durch die MATa und MATα-Gene kodiert 
werden. Diese wechselseitig über spezielle Rezeptoren aufgenommenen 
Signalmoleküle induzieren einen Arrest der Hefezellen im Zell-Zyklus sowie die 
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Expression von Proteinen, die für die Verpaarung wichtig sind. Der Einfluss der 
Pheromone bewirkt auch eine veränderte Ausrichtung der Hefezellen zueinander, 
welche den anschließenden Fusionsprozess erleichtern und ermöglichen sollen. 
Diese Formation wird als „shmoos“, in Anlehnung an eine Cartoon-Figur aus den 
40er Jahren, bezeichnet. Die Hefezellen beginnen ihre Vereinigung an der einander 
zugerichteten Seite. Anschließend fusionieren ihr Cytoplasma und die Zellkerne. 
Dadurch entsteht ein diploider MATa/α Kern. Der Prozess der nuklearen Fusion wird 
Karyogamie bezeichnet. Die neue diploide Zelle wird nun als Zygote bezeichnet und 
ist morphologisch gut von haploiden Zellen zu unterscheiden. Diploide Zellen sind 
etwa 1,3 mal größer als haploide Zellen und weisen ein eher längliches Aussehen 
auf. Darüber hinaus zeigen sie ein unterschiedliches Knospungsverhalten. Denn 
neben der sexuellen Verpaarung gibt es auch die asexuelle Vermehrung. Hierbei 
wird kein genetisches Material zwischen Hefezellen ausgetauscht sondern nur eine 
Tochterzelle durch Knospung erzeugt. Die diploide Zelle kann nun wieder in den Zell-
Zyklus eintreten und sich asexuell vermehren oder unter ungünstigen Bedingungen 
in die Meiose eintreten und haploide Sporen bilden (Methods in Yeast Genetics, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press). Nach 20 h Inkubation Schütteln bei 30-50 UpM und 
30°C konnten unter dem Mikroskop bei 400-facher Vergrößerung diploide sowie 
triploide Zygoten (Triaden) beobachtet werden. Dies gilt als Zeichen für eine 
gelungene sexuelle Verpaarung des „bait“-Stamms mit dem Bibliotheken-Stamm. 
 
5.1.2.3 Isolation der gewachsenen Hefeklone 
Der gesamte Verpaarungsansatz des „bait“-Stamms mit dem Bibliotheken-Stamm 
wurde bei höchster Stringenz selektioniert und deshalb auf Nährmedienplatten ohne 
Adenin, Histidin, Leucin und Tryptophan (SD/-AHLT) ausgestrichen. Es wäre auch 
möglich gewesen, durch eine geringere Selektion auf Nährmedienplatten ohne 
Leucin, Tryptophan und Histidin (SD/-LTH) interagierende Proteine zu isolieren, die 
eine schwächere Bindung an die Vimentin-Rod-Domäne ausbildeten. Da wir aber 
vermutet hatten, dass mit dieser Domäne zahlreiche Bindungspartner isoliert werden 
könnten, hatten wir uns für die stringentere Selektion entschieden. Schon nach 4 
Tagen waren die ersten Hefeklone auf den SD/-AHLT-Platten zu beobachten. Diese 
wurden nach und nach abgenommen und weiter auf SD/-AHLT-Platten kultiviert. Die 
Nährmedienplatten mit dem ausgestrichenen Verpaarungsansatz wurden für 
insgesamt drei Wochen bei 30°C im Brutschrank inkubiert. Während dieser Zeit 
wuchsen ca. 3000 Hefekolonien auf allen Platten. Es wurden davon willkürlich 870 
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Hefeklone abgenommen, weiter auf SD/-AHLT-Platten kultiviert, um dann weiter 
analysiert zu werden. Eine Auswahl dieser Hefeklone ist in Abb. 13 (A) zu sehen. 
Hier wurden diploide, lebende Hefekolonien fotografiert, die nach der Verpaarung 
des AH109 (XlVimRod)-Stamms mit dem Y187-Bibliothekenstamm die Selektion auf 
Nährmedienplatten ohne Adenin, Histidin, Leucin und Tryptophan überlebten. 
Leucin und Tryptophan konnten aufgrund der verwendeten Vektoren, des 
pGBKT7(BD) mit dem Tryptophan-Gen und des pGADT7(AD) mit dem Leucin-Gen, 
synthetisiert werden. Nur durch die Interaktion des „bait“-Proteins, GAL4-BD-myc-
Vimentin-Rod mit einem GAL4-AD-Fusionsprotein aus der HeLa-Bibliothek konnte 
die dritte Aminosäure Histidin sowie Adenin synthetisiert und somit ein Wachstum 
ermöglicht werden. Es war wichtig die Hefeklone nach dem Abnehmen von der 
Originalplatte mindestens 4-mal hintereinander auf SD/-AHLT-Platten zu übertragen, 
um den Selektionsdruck stabil zu halten. Einige wenige Kolonien überleben diese 
Prozedur nicht. Diese hatten sich wohl bis zu diesem Zeitpunkt von totem 
Zellmaterial benachbarter Hefezellen ernährt.  
Für die Abb. 13 (A) wurden die „Masterplatten“ 15-4 und 15-5 aus insgesamt 10 
„Masterplatten“ ausgewählt, da sich auf ihnen ein Großteil der Klone befanden, die in 
dieser Arbeit näher charakterisiert wurden. Diese Klone sind durch weiße Pfeile 
markiert.  
Um zu überprüfen, ob in diesen diploiden Hefeklonen auch das „lacZ“-Reportergen, 
welches eine β-Galaktosidase kodiert, aktiviert wurde, wurde ein Filterabklatsch 
dieser Hefeklone mit anschließender X-Gal-Färbung durchgeführt (s. Hefe-
Methodenteil 4.3.7). 
Dabei wurde X-Gal zur kolorimetrischen Bestimmung der β-Galaktosidase-
Enzymaktivität verwendet. Durch die Hydrolyse von X-Gal entstand ein blaues 
wasserunlösliches Präzipitat, welches die „lacZ-positiven“ Hefeklone färbte. Die 
Hefezellen wurden hierzu nicht nur auf SD/-AHLT- sondern auch auf SD/-LT-
Nährmedienplatten aufgetropft Abb. 13 (B) und (C). Die Hefeklone, welche in Abb. 13 
(A) mit einem weißen Pfeil markiert wurden, sind in (B) und (C) durch rote Pfeile 
gekennzeichnet worden. Hefeklone, die zuvor auf SD/-AHLT-Platten gewachsen 
waren, entwickelten eine intensivere Blaufärbung als die, die zuvor nur auf SD/-LT-
Platten gewachsen waren. Dies ist möglicherweise dadurch zu erklären, dass für ein 
Wachstum bei hoher Stringenz eine optimale Aktivierung aller Reportergene 
notwendig ist. Im SD/-LT-Nährmedium ist Adenin und Histidin enthalten. Dadurch 
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wurde den Hefezellen ein Wachstum auf diesen Platten erleichtert. Die Stringenz war 
gerade hoch genug, dass die Zellen ihre Plasmide, mit den jeweiligen 
Selektionsmarkern Leucin und Tryptophan, nicht eliminieren konnten, da sie diese für 
ein Überleben benötigten. Eine schematische Übersicht über die Durchführung des 
„Y2H“-Screens und die Verwendung der vortransformierten „Matchmaker“-Bibliothek 
ist in der Einleitung (1.2.3) zu finden. 
Um die Blaufärbung richtig bewerten zu können, mussten adäquate Positiv- und 
Negativkontrollen mitgeführt werden. Bei der Positivkontrolle handelte es sich um 
zwei Hefestämme, die von Clontech mitgeliefert wurden und die ebenfalls 
miteinander verpaart wurden. Der AH109 (pGBKT-p53)-Stamm wurde mit dem Y187 
(pTD1-1)-Stamm verpaart. Hierbei machte man sich eine bekannte Proteininteraktion 
zu Nutze: Das murine p53-Potein bildete in vivo, ebenfalls im Hefeorganismus 
getestet, eine starke Interaktion zum SV40 T-Antigen aus (Estojak et al., 1995). Nach 
der Verpaarung der beiden Kontrollhefestämme wurden diploide Hefeklone 
abgenommen und weiter auf SD/-AHLT-Platten kultiviert. Die Hefezellen eines 
ausgesuchten Klons wurden beim Filterabklatsch mit anschließender X-Gal-Färbung 
als Positivkontrolle mit aufgetropft (Pluszeichen in Abb. 13). Für die Negativkontrolle 
wurde der „leere“ pGADT7-Vektor in den „bait“-Stamm transformiert. In diesem Fall 
konnte es in der Hefezelle zu keiner Aktivierung von Reportergenen kommen und ein 
Überleben auf SD/-AHLT-Platten war somit unmöglich (Minuszeichen in Abb. 13).  
 
Die Hefeklone, welche im Laufe dieser Arbeit näher charakterisiert wurden, sind in 
Abb. 14 zusammengestellt. Diese Abbildung zeigt lebende Zellen (A) und die 
Ergebnisse der jeweiligen β-Gal-Tests (B, C). Die Hefezellen wurden hierzu auf SD/-
AHLT- (B) oder auf SD/-LT-Platten (C) kultiviert. Die Klonbezeichnung ergab sich 
durch die Nummerierung von den „Masterplatten“. Die Positiv (+) - und 
Negativkontrollen (-) wurden ebenfalls mit aufgetropft. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 13: Auswahl von Hefeklone, die nach der Verpaarung des AH109 (XlVimRod)-Stamms mit
   dem Y187-Bibliothekenstamm die Selektion auf SD/-AHLT- Minimalmedium überlebten. 
(A) SD/-AHLT Nährmedienplatten mit lebenden Hefekolonien. 
(B) Ergebnis des β-Gal-Tests der Hefeklone aus (A), die vor dem β-Gal-Test auf SD/-AHLT-
Nährmedienplatten gehalten wurden. 
(C) Ergebnis des β-Gal-Tests der Hefeklone aus (A), die vor dem β-Gal-Test auf SD/-LT-
Nährmedienplatten gehalten wurden. 
Die weißen und roten Pfeile markieren solche Klone, die in dieser Arbeit näher charakterisiert
wurden. 
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Abb. 14: Zusammenstellung der Hefeklone, die im Laufe dieser Arbeit näher charakterisiert  
  wurden. 
(A) Fotografien der lebenden Hefekolonien, welche auf SD/-AHLT-Nährmedienplatten
gewachsen waren. 
(B) Ergebnis des β-Gal-Tests der Hefeklone aus (A), die vor dem β-Gal-Test auf SD/-AHLT-
Nährmedienplatten gehalten wurden. 
(C) Ergebnis des β-Gal-Tests der Hefeklone aus (A), die vor dem β-Gal-Test auf SD/-LT-
Nährmedienplatten gehalten wurden. 
(+)  Positivkontrolle: AH109 (pGBKT7-53) + Y187(pTD1-1), Diploide  
                                (von Clontech mitgelieferte Kontrolle). 
(-)   Negativkontrolle: Ko-Transformation von pGADT7 in den AH109 (XlVimRod)-Stamm.  
 
 
5.2 Charakterisierung der isolierten Hefeklone 
 
Aufgrund der Tatsache, dass das „Y2H“-System eine große Zahl „falsch-positiver“ 
Ergebnisse liefern kann (Serebriiskii et al., 2000), musste nach erfolgter 
Durchsuchung der HeLa-cDNA-Bibliothek eine genaue Überprüfung der gefundenen 
Interaktionspartner erfolgen. Dies geschah zunächst durch den schon erwähnten β-
Gal-Test (Abb. 13 und 14), durch molekularbiologische Analysen, Rücktrans-
formation der isolierten Hefeklone in den Hefeorganismus, durch die biochemische 
Charakterisierung der Proteininteraktion und mittels zellbiologischer Untersuchungen 
der Proteinlokalisation. 
Von den 870 abgenommenen und im β-Gal-Test überprüften Hefeklone wurden 405 
Klone aufgrund einer ausbleibenden oder nur schwachen Blaufärbung aussortiert. 
Somit verblieben noch 465 Klone zur weiteren Analyse.  
 
 
 
  Ergebnisse 105 
5.2.1 Molekularbiologische Analyse der Hefeklone 
 
5.2.1.1 Plasmid-Isolierung und PCR der erhaltenen Hefeklone 
Nach der Durchführung des β-Gal-Tests wurde aus den verbliebenen 465 Hefeklone 
Plasmid-DNA isoliert. Dies geschah mit Hilfe einer Phenol/Chloroform-
Extraktionsmethode (s. Hefe-Methodenteil 4.3.6). Auf diese Weise konnte Plasmid-
DNA in ausreichender Qualität und Quantität isoliert werden, um damit eine PCR-
Reaktion durchzuführen und in einem weiteren Schritt E. coli-Zellen zu 
transformieren. Diese Methode lieferte allerdings eine Mischung aus intakten 
Plasmiden, sowohl „bait“-Plasmide als auch die Plasmide, der cDNA-Bibliothek und 
genomischen DNA-Fragmenten. Daher war die so gewonnene Plasmid-DNA nicht 
rein genug für eine sofortige gelelektrophoretische Analyse. Durch die Verwendung 
der spezifischen Oligonukleotidprimer ak7: 5’- CTA TTC GAT GAT GAA GAT ACC 
CCA CCA AAC CC- 3’ und ak8: 5’- AGT GAA CTT GCG GGG TTT TTC AGT ATC 
TAC GAT- 3’ konnten die sich im pGAD-GH-Vektor befindlichen cDNA-Fragmente 
aus der HeLa-Bibliothek durch PCR amplifiziert werden (s. DNA-Methodenteil 4.1.7). 
Diese PCR-Reaktionen wurden in einem „high-throughput“-Verfahren in 96-Loch-
Platten angesetzt und auf einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. 
Eine kleine Auswahl von PCR-Produkten der isolierten Hefevektoren mit Fragmenten 
aus der cDNA-Bibliothek wurden in Abb. 15 dargestellt. Da diese Abbildung am Ende 
der Promotionszeit erstellt wurde, konnte eine Auswahl an bestimmten Klonen 
getroffen werden. Nur die weiß bezeichneten Klone wurden im Laufe dieser Arbeit 
näher charakterisiert. Die grau bezeichneten wurden willkürlich ausgewählt und 
sollten die Vielfalt der isolierten Klongrößen verdeutlichen. Die Größe der 465 
amplifizierten cDNA-Fragmente variierte zwischen 300 und 3000 kb. Somit konnte 
davon ausgegangen werden, dass es sich bei der für den „Y2H-Screen“ 
verwendeten cDNA-Bibliothek um eine ausgewogene Mischung aus kleinen und 
großen DNA-Fragmenten handelte. In seltenen Fällen wurde nicht nur ein PCR-
Produkt aus einem Hefeklon amplifiziert, sondern zwei bis drei. In diesen Fällen 
konnte nicht ohne weiteres darauf zurückgeschlossen werden, welches GAL4-AD-
HA-Fusionsprotein die Wechselwirkung mit der GAL4-BD-myc-Vimentin-Rod-
Domäne im Hefeorganismus verursacht hatte und deshalb wurden sie beiseite 
gelegt. In 37 von 465 Fällen (8%) konnte kein PCR-Produkt auf dem Agarosegel 
beobachtet werden. Dies lag vielleicht daran, dass das amplifizierte Fragment zu 
  Ergebnisse 106 
klein für die gewählte gelelektrophoretische Auftrennung war oder es aufgrund der 
Sequenzabfolge zu Komplikationen bei der PCR-Durchführung kam. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 15: 
Gelelektrophoretische 
Charakterisierung von 
PCR-Produkten der 
isolierten „Bibliotheks-
Fragmente“ 
Mit Hilfe spezifischer
Oligonukleotidprimer wurden
diese amplifiziert, auf einem
1%igen Agarosegel separiert
und mit Ethidiumbromid
gefärbt. Nur die weiß
bezeichneten Klone wurden
in dieser Arbeit näher
charakterisiert. 
Eine Übersicht der relevanten Klongrößen wurde in Tab. 22 dargestellt. Bei der 
Berechnung der Fragmentgrößen wurde die Länge der Oligonukleotidprimer, des 
HA-Markierungsepitops und die multiple Klonierungstelle bis zum EcoRI-Schnitt mit 
eingerechnet. Somit waren die eigentlichen Hefeklone 208 Nukleotide kleiner. 
Klon Kalkulierte Größen der amplifizierten PCR-Fragmente [bp] 
(der Anteil des HA-Markierungsepitops und der multiplen Klonierungsstelle bis zum  
 EcoRI-Schnitt beträgt 208 bp) 
K23 738 
K153 970 
K294 2004 
K297 2060 
K298 1478 
K318 907 
K360 1873 
K433 1302 
K754 837 
Tab. 22: Übersicht der mittels PCR amplifizierten Klone in bp.
 
5.2.1.2 Restriktionskartierung der Hefeklone durch HaeI-Verdau 
Um die verbliebenen 465 Hefeklone weiter charakterisieren und in verschiedene 
Gruppen einteilen zu können, führte ich eine Restriktionskartierung mit dem häufig 
schneidenden Enzym HaeI durch. Alle amplifizierten PCR-Produkte wurden mit 
diesem Enzym verdaut. Die Verdauansätze wurden auf einem 3%igen Agarosegel 
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Eine Auswahl dieser amplifizierten und verdauten 
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PCR-Produkte wurde in Abb. 16 dargestellt. Auch diese Abbildung wurde am Ende 
der Promotionszeit erstellt. Somit wurden nur die, für diese Arbeit relevanten Klone 
ausgesucht. Die schwarz bezeichneten Klone wurden in dieser Arbeit näher 
charakterisiert. Die grau bezeichneten Verdauansätze wurden willkürlich ausgesucht 
und sollten die Vielfalt der Gruppen weiter verdeutlichen. Klone, die zu einer Gruppe 
gehörten wurden mit *, ° oder + gekennzeichnet. 92 Klone ließen sich durch HaeI 
nicht in kleinere Fragmente zerlegen, wie z.B. K301, K318 oder K759. Diese Klone 
wurden mit einem weiteren häufig schneidenden Enzym, AluI, verdaut. Dadurch 
konnten weitere Gruppen gebildet werden. Aus den einzelnen Gruppen wurde 
jeweils ein Klon ausgesucht und sequenziert. Insgesamt wurden 71 cDNA-
Fragmente sequenziert. Zur genaueren Auswertung der sequenzierten Hefeklone s. 
Ergebnisteil 5.2.4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 16: Auswahl von amplifizierten PCR-Produkten, die durch einen Restriktionsverdau
   mit dem Enzym HaeI in verschiedene Gruppen eingeteilt werden konnten. 
Nur die schwarz bezeichneten Klone wurden in dieser Arbeit näher charakterisiert. 
Klone, die zu einer Gruppe gehörten wurden mit *, ° oder + gekennzeichnet. Die 
verdauten PCR-Produkte wurden auf einem 3%igen Agarosegel separiert. 
 
 
 
5.2.1.3 Ermittlung der Anzahl „Vimentin-positiver“ Hefeklone 
Es ist bekannt, dass ein Vimentin-Dimer mit sich selbst interagieren kann. Zur 
korrekten Filamentausbildung ist allerdings die Kopf- und Schwanz-Domäne des 
Proteins notwendig (Mücke et al., 2004). Beide Domänen wurden in dem „Y2H-
Screen“ ausgeschlossen, um sicher zu gehen, dass die Vimentinproteine in der 
Hefezelle keine Filamente ausbilden.  
Um daher auszuschließen, dass es sich bei den isolierten Hefeklone nicht nur um 
humanes Vimentin aus der HeLa-Bibliothek handelte, musste die Anzahl an 
„Vimentin-positiven“ Klonen ermittelt werden. Dies geschah durch die Verwendung 
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einer 32P radioaktiv-markierten humanen Vimentin-Sonde in einem „Dot-Blot“-
Verfahren (s. DNA-Methodenteil 4.1.17). Die aus den Hefeklonen isolierte Plasmid-
DNA wurde auf eine Nitrocellulose-Membran aufgetropft, durch Backen in einem 
Vakuumofen darauf immobilisiert und mit der 32P-markierten humanen Vimentin-
Sonde hybridisiert. Abschließend wurde auf die behandelte Nitrocellulose-Membran 
ein Röntgenfilm aufgelegt und dieser für mehrere Tage bei –80°C exponiert. Von den 
465 getesteten Klone reagierten nur fünf (K33, K85, K170, K414 und K762) mit der 
Vimentin-Sonde. Diese Klone wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. 
 
5.2.2 Analyse der verwendeten cDNA Bibliothek 
 
Bei der vortransformierten „Matchmaker“-Bibliothek handelte es sich, wie schon 
zuvor erwähnt, um eine komplexe cDNA Bibliothek, welche in den Hefevektor pGAD-
GH mit der GAL4-AD einkloniert und in den Hefestamm Saccharomyces cerevisiae 
Y187 transformiert worden war. Die mRNA wurde aus der Zell-Linie HeLa S3, ATCC: 
CCL2.2 gewonnen. Durch die Verwendung von Nährmedien, denen die Aminosäure 
Leucin fehlte (SD/-Leu) konnte auf die GAL4-AD-Vektoren selektioniert werden.  
 
5.2.2.1 Ermittlung des Bibliotheken-Titers 
Der Bibliotheken-Titer der erworbenen cDNA-Bibliothek wurde nach folgender Formel 
berechnet: (genauere Erläuterungen im Hefe-Methodenteil) 
Anzahl der Kolonien                                                        = Anzahl der Kolonien / ml 
ausplattiertes Volumen (ml) x Verdünnungsfaktor 
 
Der eigentliche Wert wurde mit 2,36 x 108 lebenden Zellen pro ml ermittelt und lag 
somit über dem angegebenen Wertes von 5 x 107. Die hohe Zahl an lebenden 
transformierten Hefezellen des Y187-Stamms konnte auf diese Weise bestätigt 
werden. 
 
5.2.2.2 Ermittlung der Anzahl an durchsuchten Klone 
Um die Anzahl an möglichen „gescreenten“ Hefeklone zu ermitteln, wurde die Anzahl 
an lebenden diploiden Zellen pro ml mit dem Gesamtvolumen, welches ausplattiert 
wurde multipliziert. Dieser Wert sollte mindestens 3 x 106 betragen.  
Die Anzahl an lebenden Zellen pro ml bei den diploiden Nachkommen betrug  
2,7 x 105 und wurde mit dem Gesamtvolumen von 12,5 ml multipliziert. Dies ergab 
einen Wert von 3,34 x 106 Zellen. Somit lag auch dieser Wert im Normbereich.  
  Ergebnisse 109 
5.2.2.3 Ermittlung der Verpaarungseffizienz 
Um die Verpaarungseffizienz zweier Hefestämme berechnen zu können, mussten die 
Kolonien des Kontrollversuches gezählt werden, die auf den SD/-Leu, SD/-Trp und 
SD/-LT gewachsen waren. Außerdem wurde auch die Koloniezahl der diploiden 
Nachkommen auf den SD/-AHLT Platten gezählt. Dafür wurde die Platte mit der 
Verdünnung ausgesucht, auf der sich zwischen 30-300 Kolonien befanden. Aus 
dieser Zahl und der folgenden Formel ließ sich die Anzahl der lebenden Zellen pro 
Milliliter berechnen: 
Koloniezahl x 1000 µl / ml                                 = Anzahl der lebenden Zellen / ml 
ausplattiertes Volumen x Verdünnungsfaktor 
 
Der limitierende Partner sollte der mit der cDNA-Bibliothek vortransformierte Y187 
Stamm sein. Zur Berechnung der Verpaarungseffizienz wurde die Zahl der Diploiden 
durch die Zahl des limitierenden Partners dividiert und mit Hundert multipliziert: 
 
Anzahl der lebenden Zellen / ml (der Diploiden)                  x 100    = % Diploide 
Anzahl der lebenden Zellen / ml (des limitierenden Partners) 
 
Die Verpaarungseffizienz sollte > 5% sein. 
Die Anzahl der lebenden Zellen pro ml betrug in diesem Fall 1,94 x 108 bei dem 
sogenannten „bait“-Stamm AH109 (XlVimRod), 6,4 x 106 bei dem Y187-Bibliotheken-
Stamm und 2,7 x 105 bei den diploiden Nachkommen. Der limitierende Partner war, 
wie erwartet, der mit der cDNA-Bibliothek vortransformierte Y187 Stamm. Aus den 
gegebenen Werten ließ sich nun die Verpaarungseffizienz von 4,22% ermitteln. Da 
dieser Wert nicht erheblich von dem angegebenen abwich, wurde beschlossen den 
Verpaarungsansatz kein zweites Mal zu wiederholen. 
 
5.2.2.4 Größenbetrachtung der amplifizierten cDNA Klone 
Die Größe der DNA-Fragmente, welche aus der vortransformierten cDNA-Bibliothek 
durch PCR mit spezifischen Oligonukleotidprimern ak7 und ak8 amplifiziert worden 
waren, variierte zwischen 0,3 und 3,0 kb. Die von Clontech angegebene 
Größenvarianz lag bei 0,4 bis 4,0 kb. Somit konnte davon ausgegangen werden, 
dass es sich bei der für den „Y2H-Screen“ verwendeten cDNA-Bibliothek um eine 
ausgewogene Mischung aus kleinen und großen DNA-Fragmenten handelte. Eine 
Übersicht der relevanten Klongrößen ist in Tab. 22 dargestellt. 
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5.2.2.5 Anteil der pGAD-GH-Vektoren mit enthaltenen cDNA Klone 
In 37 von 465 Fällen (8%) konnte mit den spezifischen Oligonukleotidprimern ak7 
und ak8 kein PCR-Produkt aus den isolierten pGAD-GH-Vektoren amplifiziert 
werden. Dies lag vielleicht daran, dass das amplifizierte Fragment zu klein für die 
gewählte gelelektrophoretische Auftrennung war oder es aufgrund der 
Sequenzabfolge zu Komplikationen bei der PCR-Durchführung kam. 
 
5.2.3 NCBI-Datenbanksuche und Klonbezeichnung 
 
Nachdem die mittels PCR amplifizierten cDNA-Klone sequenziert worden waren, 
musste analysiert werden, ob es sich um kodierende Sequenzbereiche handelte und 
ob diese einem bekannten Protein zu zuordnen waren. Dies geschah durch die 
Verwendung der Datenbank des Institutes „National for Biotechnology Information“ 
(NCBI). Die Ergebnisse dieser Datenbanksuche mit den aus dem „Y2H-Screen“ 
gewonnen Klone sind in Tab. 23 aufgelistet. 
 
Hefe 
Klon Nr. 
Ergebnis der NCBI 
Datenbanksuche 
 
Accession Nr. Leseraster  gleiches  
Sequenzier-
ergebnis 
K23 Hs. ribosomales Protein 
L12 (RPL12) 
 
BC050644 beide „in frame“ 
volle Länge vom Rzpd 
K24 
K153 Hs Polymerase (RNA) II 
(DNA gerichtet) Polypeptid 
G (POLR2G) 
NM_002696.1 alle „in frame“ 
volle Länge  
K32         K310 
K48         K314 
K124       K836 
K190 
K294 Hs. hypothetisches Protein 
cDNA FLJ13614 
 
BC039573.1 „in frame“ 
volle Länge vom Rzpd 
 
K297 Hs. ähnlich dem Translin-
assoziierten Faktor X 
 
BC01179 „in frame“ 
volle Länge vom Rzpd 
 
K298 Hs. Oxidations-Resistance 
Protein I (OXRI) kürzere 
Splicevariante von : 
ERAP140 
AK094706.1 
 
 
AF493978 
„in frame“ 
volle Länge durch PCR 
 
volle Länge von: Myles 
Brown, Dana-Farber 
Cancer Institute, Boston 
 
K318 Hs. DnaJ (Hsp40) 
homolog, Unterfamilie A, 
Mitglied 2 (DnaJA2) 
 
BC013044 
auch 
AJ001309.1 
= HIRIP4 
beide „in frame“ 
volle Länge vom Rzpd 
K642 
K360 Hs. Topoisomerase (DNA) 
II bindendes Protein 
(TOPB1) 
 
AB019397 alle „in frame“ 
volle Länge von: Ja-Eun 
Kim, Mayo Clinic, 
Rochester, Main 
K10 
K22 
K384 
K433 Hs. nuclear Rezeptor 
Unterfamilie 2, Gruppe F, 
Mitglied 2 
BC014664 „in frame“ 
volle Länge vom Rzpd 
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K754 Hs Ubiquitin Carrier 
Protein 
 
BC007554.1 „in frame“ 
volle Länge vom Rzpd 
 
K1 Hs. Ortholog von Maus 
SDS3 
 
XM_045014.1 alle „in frame“ K634 
K14 Hs. mRNA von KIAA1641 
 
AB046861 „in frame“  
K25 Hs. ATP Synthase, H+ 
transportierend, 
mitochondrial F1 Komplex, 
δ UE 
 
BC002389   alle nicht „in 
frame“ 
K204 
K829 
K37 Hs. Formin Homolog 2 
Domäne 1 enthaltend 
 
BC033084 „in frame“  
K49 Hs. putatives BRCA1 
interagierendes Protein 
(BRIP1) 
 
AF151109 alle „in frame“ K116 
K52 Hs. Enoyl Coenzym A 
Hydratase 1 (peroxisomal) 
(ECH1) 
 
XM_008904(5) alle „in frame“ 
(6 Nukleotide fehlen zum 
volle Länge Klon) 
K323 
K60 Hs. NAD(P)H 
dehydrogenase, Quinone 
2, (NQO2) 
 
BC006096 alle „in frame“ 
(volle Länge) 
K101     K191 
K156     K850 
K90 Hs. Minichromosom 
maintance deficient 6 
 
D84557.1  „in frame“  
K107 Hs. eukaryontischer 
Translations Elongations 
Faktor 1α1 
 
BC071741 alle „in frame” K117 
K108 Hs. Repressor der 
Estrogenrezeptor Aktivität 
 
BC014766.1 alle „in frame“ K114 
K136 Hs. Metallothionein 2A 
 
BC007034 nicht „in frame“ 
(volle Länge) 
 
K137 Hs. 2,3-
Bisphosphoglycarat 
Mutase (BPGM) 
 
 
BC017050.1 „in frame“  
K193 Hs. Klon MGC:27155 
IMAGE:4046433 
 
BC022042.1 „in frame“  
K198 Hs. PHL-1 Gen, ein c-myc 
Oncogen mit CoxIII 
Sequenz 
 
BC058901.1 alle „in frame“ K330 
K549 
K200 Hs. Enolase 1 (ENO1) BC050642.2 alle „in frame“ K324 
K377 
K225 Hs.LIM Domäne 7 (LMO7) 
 
 
AF330045.1 „in frame“  
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K292 Hs. Splicing Faktor, 
Arginin/Serin reich 2 
(SFRS2) 
 
BC000339 „frame“ nicht 
überprüfbar 
(ohne Vektor sequ.) 
 
K301 Hs. MAX Gen assoziiert 
 
BC038449 „in frame“  
K347 Hs. Galactose-
spezifisches Lectin 
(LGALS2) 
 
M35368.1 „in frame“ K391 
K388 Human Papillomavirus Typ 
18 Proteine E6 und E8 
 
M20325.1 bindet in 3’UTR 
keine codierende 
Sequenz 
 
K413 Hs. Sin3-assoziiertes 
Polypeptid (SAP30) 
 
NM_003864.1 „in frame“ 
(106 Nukleotide fehlen 
zum volle Länge Klon) 
 
K416 Hs. Ankyrin-ähnliches 
Protein 
 
 Fusionsklon  
K425 Hs. RNA für NM23-H2 
Gen 
M36981.1 „in frame“  
volle Länge 
 
K462  
 
 Fusionsklon  
K570 Hs. Ähnlichkeit mit OXR1 
(s. K298) 
 
AK094706.1 „in frame“  
K584 Hs. Glioma Tumor 
Suppressor Kandidat, 
Region Gen 2 
 
BC010095 „in frame“  
K609 Hs. FAT Tumor 
Suppressor Homolog 1 
(Drosophila FAT) 
NM_005245.1 „in frame“  
K673   „frame“ nicht 
überprüfbar 
 
K682  
 
 Fusionsklon  
K711 Hs. joined to JAZF1 
 
NM_015355 „in frame“  
K762 Hs. Vimentin 
 
BC030573 „in frame“  
K793  
 
 Fusionsklon  
K811 BAC Klon 
 
   
K813 BAC Klon 
 
   
 
Tab. 23: Ergebnisse der NCBI-Datenbanksuche mit den aus dem „YTH-Screen“ gewonnenen 
              Klone. 
 
Die ersten neun Klone wurden im Laufe dieser Arbeit weiter charakterisiert. Die 
übrigen wurden hier nur tabellarisch aufgelistet. 
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5.2.4 Auswertung der sequenzierten Hefeklone 
 
Von den 71 zum Sequenzieren gegebenen amplifizierten cDNA-Klone, die aus der 
HeLa-Bibliothek mit der Vimentin-Rod-Domäne isoliert worden waren, waren 81,7% 
im gleichen Leseraster wie die GAL4-Aktivierungsdomäne (AD). Dies ist wichtig, da 
nur dann ein Fusionsprotein entsteht, bei dem die GAL4-AD, das HA-
Markierungseptiop und die kodierende Sequenz der jeweiligen cDNA aus der HeLa-
Bibliothek in einem Leseraster vorliegen. Nur unter diesen Bedingungen konnte 
davon ausgegangen werden, dass die notwendigen Reportergene angeschaltet und 
ein Überleben der entsprechenden Hefeklone auf der höchsten Stringenz (SD/-
AHLT) möglich war. Einige sequenzierte Klone waren so rekombiniert, dass sie nicht 
mit dem Leseraster der GAL4-AD übereinstimmten. Dies waren allerdings nur 5,6%. 
Selbst wenn das andere Leseraster ein interessantes Protein kodierte wurde dieser 
Klon, aus dem oben genannten Grund, verworfen.  
Bei 4,2% der Klone konnte nicht überprüft werden, ob sich die sequenzierte cDNA im 
gleichen Leseraster wie die GAL4-AD befand oder nicht. Dies konnte zum einen 
daran liegen, dass die initiale dafür notwendige Restriktionsschnittstelle nicht mit 
sequenziert wurde. Somit konnte für die Sequenz kein Leseraster festgelegt werden. 
Zum anderen kam es vor, dass es sich bei dem sequenzierten Bereich nur um eine 
3’ untranslatierte Region handelte. Dieser Bereich wird zwar bis zu einem 
auftretenden Stopcodon übersetzt, kodiert aber für kein reales Protein. Einige Klone 
stellten Fusionsklone dar. Dies trat zu 5,6% der Fälle auf. Durch die Sequenzierung 
vom 5’-oder vom 3’-Ende der jeweiligen Sequenz, sollte die NCBI-Datenbanksuche 
das gleiche Ergebnis liefern. War dies nicht der Fall, handelte es um sogenannte 
Fusionsklone, die bei der Bibliothekenherstellung entstanden waren. Bei 
Fusionsklone kann nicht ohne weiteres darauf zurückgeschlossen werden, welches 
der beiden Proteine die Interaktion mit dem „bait“-Protein ausbildete. Deshalb wurden 
diese cDNAs vorerst zurückgestellt. Bei 2,8% der Sequenzergebnisse handelte es 
sich um Sequenzbereiche, die in sogenannte BAC-Vektoren vorlagen. Hierbei 
handelt es sich um ein künstliches Chromosom, welches aus dem „single-copy-sex-
factor F“ des Bakteriums E. coli entwickelt wurde („bacterial artificial chromosome“). 
Das BAC dient somit als Vektor und erlaubt eine Klonierung von größeren 
Genomabschnitten (>300 kbp). Da es sich bei diesen Konstrukten um sehr große 
Sequenzabschnitte handelte und diese nicht unproblematisch zu handhaben sind, 
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wurden diese zunächst einmal beiseite gelegt. Eine Zusammenfassung der oben 
erwähnten Daten ist schematisch in Abb. 17 gezeigt. 
 
 
81,8%
5,6%
4,2%
2,8%
5,6%
  Klone in Frame
  Fusionsklone
  Klone nicht in Frame
  BAC Klone
  Frame nicht überprüfbar
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 17: Auswertung der sequenzierten Hefeklone. 
 
5.2.5 Verifizierung der Proteininteraktion im Hefeorganismus 
 
Ein großer Vorteil der Untersuchung von Proteininteraktionen im Hefeorganismus, 
besteht darin, dass sich die Proteine in der Hefezelle in vivo und somit in ihrer 
nativen Konformation befinden. Dieser Zustand ermöglicht eine genauere 
Untersuchung der Proteinwechselwirkung. Hierzu wurden die „geangelten“ cDNA-
Fragmente in den AH109 (XlVimRod)-Hefestamm durch Rücktransformation 
eingebracht.  
Nach der Sequenzierung verschiedener Kandidaten wurden einige Hefeklone 
ausgewählt und die daraus isolierte Plasmid-DNA in DH5αTM-T1R Bakterienzellen 
transformiert. Die Hefeklone befanden sich zu diesem Zeitpunkt noch in dem 
Hefevektor pGAD-GH mit einem Kanamycin-Resistenzgen. Durch Wachstum in 
Gegenwart von Kanamycin konnten die Bakterienzellen auf den Hefeklon im pGAD-
GH-Vektor selektioniert werden. Nach Überprüfung der aufgereinigten Plasmid-DNA 
durch Restriktonsverdau wurde das Hefe cDNA-Fragment in der Regel über die 
Schnittstellen EcoRI und XhoI in den verbesserten Hefevektor pGADT7 umkloniert 
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(s. DNA-Methodenteil 4.1.18.1). Bei der Umklonierung war darauf zu achten, dass 
sich der umgesetzte Hefeklon weiterhin im Leseraster der GAL4-AD und dem HA-
Markierungsepitop befand. Um alle Hefeklone „in frame“ umsetzen zu können, 
musste der pGADT7-Vektor modifiziert werden, so dass alle „Leserastervarianten“ 
(pGADT7(-1) und pGADT7(-2)) von diesem Vektor vorhanden waren. Nachdem der 
Übergang aus dem Vektor in den Hefeklon nochmals sequenziert wurde und das 
Leserater übereinstimmte, wurden diese Plasmide im großen Maßstab amplifiziert. 
Die so umgesetzten Hefeklone wurden zurück in den „bait“-Stamm AH109 
(XlVimRod) sowie in den Kontrollstamm AH109 (pGBKT7) transformiert. Die Ko-
Transformanten wurden auf SD/-AHLT und SD/-LT kultiviert und ein β-Gal-Test mit 
anschließender X-Gal-Färbung angeschlossen. Die Ergebnisse zweier β-Gal-Tests 
der für diese Arbeit relevanten Klone sind in Abb. 18 zusammengestellt. Die 
ursprünglich nach der Verpaarung abgenommenen diploiden Hefezellen wurden in 
Spur 1 aufgetragen. Die intensive Blaufärbung lässt auf eine hohe Galaktosidase-
Aktivität und damit auf eine starke Aktivierung der Reportergene schließen und kann 
mit der Blaufärbung der Positivkontrolle verglichen werden. Bei der Positivkontrolle 
handelt es sich, wie in Abb. 13 und 14 um die diploiden Nachkommen aus der 
Verpaarung des Hefestamms AH109 (pGBKT7-p53) mit dem Hefestamm Y187 
(pTD1-1) (Spur 5). Die durch die Rücktransformation der Hefeklone, die sich nun im 
pGADT7 Vektor befanden, in den „bait“-Stamm entstandenen Ko-Transformanten 
wurden in Spur 2 aufgetragen. In diesen Hefezellen kam es wie auch in den 
diploiden Zygoten zu einer Interaktion des GAL4-BD-myc-Vimentin-Rod-Proteins mit 
dem GAL4-AD-HA-Fusionsproteinen der erhaltenen Proteinfragmente (Spur 1). Dies 
konnte an der sich entwickelten Blaufärbung der jeweiligen Klone erkannt werden. 
Die entsprechenden Negativkontrollen wurden ebenfalls mit aufgetragen. In Spur 3 
wurden Ko-Transformanten aufgebracht, die durch die Transformation der jeweiligen 
Hefeklone im pGADT7 Vektor in den AH109 (pGBKT7) Hefestamm erzeugt wurden. 
Diese Ko-Transformanten besaßen keine Vimentin-Rod-Domäne. Somit konnte auch 
keine Aktivierung von Reportergenen stattfinden, die ein Überleben auf SD/-AHLT-
Platten ermöglicht hätten. Bei der zweiten Negativkontrolle, die in Spur 4 aufgetragen 
wurde, fehlte der jeweilige Hefeklon. Auch in diesen Ko-Transformanten konnten 
keine Reportergene aktiviert werden und somit die Hefezellen nicht überleben.  
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Abb. 18: Ergebnisse zweier β-Gal-Tests zur Verifizierung der Interaktion von GAL4-BD-myc- 
Vimentin-Rod („bait“-Protein) mit den erhaltenen Proteinfragmenten („prey“-Proteinen)  
durch Rücktransformation in den Hefestamm AH109 (XlVimRod) (Spur 2). 
Spur 1: Die ursprünglich nach dem Verpaaren abgenommenen diploiden Hefekolonien. 
Spur 3: 1. Negativkontrolle: Ko-Transformation von K23-K754 /pGADT7 in den AH109 (pGBKT7)  
Stamm. 
Spur 4: 2. Negativkontrolle: Ko-Transformation von pGADT7 in den AH109 (XlVimRod)-Stamm. 
Spur 5: Positivkontrolle: AH109 (pGBKT7-53) + Y187(pTD1-1), Diploide.   
Zur Verifizierung der Interaktion des GAL4-BD-myc-Vimentin-Rod-Proteins mit dem 
Hefeklon K318 im Hefestamm AH109 (XlVimRod) wurde ein separater β-Gal-Test 
durchgeführt (Abb. 19). Bei der Positivkontrolle in Spur 1 handelt es sich auch hier 
wieder um die diploiden Nachkommen aus der Verpaarung des Hefestamms AH109 
(pGBKT7-p53) mit dem Hefestamm Y187 (pTD1-1) siehe Abb. 13, 14 und 18. Die 
Interaktion des GAL4-BD-myc-Vimentin-Rod-Proteins mit dem GAL4-AD-HA-K318-
Protein im Hefestamm AH109 (XlVimRod) konnte in Spur 2 an der intensiven 
Blaufärbung nach der X-Gal-Färbung erkannt werden. Bei K318 handelte es sich 
nicht um das komplette („volle-Länge“ vL) Protein, sondern nur um ein 
Proteinfragment, dessen cDNA aus der HeLa-Bibliothek isoliert worden war. Da mit 
diesem Klon im Laufe der Arbeit mehrere Experimente durchgeführt wurden, wurde 
auch die Interaktion des kompletten Proteins mit dem GAL4-BD-myc-Vimentin-Rod-
Fusionsprotein untersucht. Es wurde die gesamte cDNA dieses Proteins in den 
pGADT7(-1) Vektor einkloniert und dieses Konstrukt in den AH109 (XlVimRod) 
Hefestamm transformiert. Diese Ko-Transformanten wurden in Spur 3 aufgetragen.  
Mit dem vollständigen Protein von K318 (K318vL) konnte allerdings keine Interaktion 
mit dem „bait“-Protein beobachtet werden. Es schien zu keiner Aktivierung des 
„lacZ“-Reportergens gekommen zu sein, da keine Blaufärbung der Hefezellen zu 
erkennen war. Dies kann daran gelegen haben, dass das vollständige Protein eine 
andere native Konformation in der Hefezelle eingenommen hatte als das kürzere 
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Proteinfragment. Dadurch könnte die Interaktionsdomäne eventuell verdeckt worden 
sein, weshalb es zu keiner Wechselwirkung zwischen den beiden Fusionsproteinen 
kommen konnte und eine Aktivierung von Reportergenen unmöglich machte. Diese 
Ko-Transformanten konnten demzufolge auch nicht auf Nährmedienplatten ohne 
Adenin, Histidin, Leucin und ohne Tryptophan (SD/-AHLT) überleben. Auf SD/-LT 
konnten sie aufgrund der transformierten Plasmide kultiviert werden; auf SD/-LTH-
Platten war ebenfalls ein langsames Wachstum zu beobachten. Eine Blaufärbung 
blieb bei allen gewachsenen Kolonien allerdings aus. Ebenso bei allen mit 
aufgetragenen Negativkontrollen (Spur 4-6). Bei der ersten Negativkontrolle handelte 
es sich um Ko-Transformanten, die durch die Transformation von K318 im pGADT7 
(-1) in den Hefestamm AH109 (pGBKT7) erzeugt wurden (Spur 4). Bei der zweiten, 
um Ko-Transformanten, die durch die Transformation von K318vL im pGADT7(-1) in 
denselben Hefestamm entstanden (Spur 5); und bei der dritten Negativkontrolle 
handelte es sich um Ko-Transformanten, die durch die Transformation des leeren 
pGADT7 in den Hefestamm AH109 (XlVimRod) erzeugt wurden (Spur 6). 
 Abb. 19:  
Ergebnis eines β-Gal-Tests zur Verifizierung 
der Interaktion von GAL4-BD-myc-Vimentin-
Rod („bait“-Protein) mit dem erhaltenen 
Proteinfragment K318 („prey“-Protein) und 
dessen gesamtes Protein durch 
Rücktransformation in den Hefestamm 
AH109 (XlVimRod). 
Spur 1: Positivkontrolle: AH109 (pGBKT7-53) + 
Y187(pTD1-1). 
Spur 2: Ko-Transformation von K318 /pGADT7
(-1) in den AH109 (XlVimRod)-Stamm. 
Spur 3: Ko-Transformation von K318vL 
/pGADT7 
(-1) in den AH109 (XlVimRod)-Stamm. 
Spur 4: 1. Negativkontrolle: Ko-Transformation 
von K318 /pGADT7(-1) in den AH109 (pGBKT7) 
Stamm. 
Spur 5: 2. Negativkontrolle: Ko-Transformation 
von K318vL /pGADT7(-1) in den AH109 
(pGBKT7) Stamm. 
Spur 6: 3. Negativkontrolle: Ko-Transformation 
von pGADT7 in den AH109 (XlVimRod)-Stamm.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Da es zu keiner Blaufärbung der Hefezellen kam, die aus der Ko-Transformation von  
K318vL im pGADT7(-1) in den AH109 (XlVimRod)-Stamm entstanden waren, musste 
zunächst überprüft werden, ob das Fusionsprotein bestehend aus der GAL4-AD-HA-
Domäne mit dem K318vL-Protein in den transformierten Hefezellen auch exprimiert 
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wurde. Die ordungsgemäße Sequenzabfolge wurde zuvor verifiziert. Es wurde ein 
Proteinextrakt aus diesen Hefezellen hergestellt (s. Hefe-Methodenteil 4.3.5) und ein 
Immunblot (s. Methodenteil 4.2.2) mit einem Antikörper gegen das HA-
Markierungsepitop (Klon 3F10, Roche, Mannheim) und mit einem Antikörper gegen 
das myc-Markierungsepitop (Klon 9E10-2), der das „bait“-Fusionsprotein detektieren 
konnte, durchgeführt. Das Ergebnis ist in Abb. 20 dargestellt. In Spur 1 konnte eine 
Bande, welche dem exprimierten GAL4-AD-HA-K318vL-Protein entspricht, detektiert 
werden. Die Größe dieses Fusionsproteins wurde mit 65,6 kDa errechnet. Es 
wanderte nach elektrophoretischer Auftrennung auf einem 15%igen SDS-
Kornberggel etwas höher als das errechnete Molekulargewicht. Das „bait“-
Fusionsprotein wurde mit einer Größe von 40,7 kDa errechnet (Tab. 25). Dieses 
Molekulargewicht stimmte mit dem Laufverhalten auf einem 15%igen SDS-
Kornberggel überein. Das Protein wurde nur in einem Proteinextrakt des „bait“-
Hefestamms detektiert (Spur 2). Zur Negativkontrolle wurde auch ein Proteinextrakt 
eines Hefestamms ohne Vimentin-Rod-Domäne in Spur 3 aufgetragen. Beide 
relevanten Signale wurden mit einem weißen Pfeil gekennzeichnet. 
 
Abb. 20:  
Immunblot zum Nachweis der erfolgten 
Expression des GAL4-AD-HA-K318vL-
Proteins und des GAL4-BD-myc-
Vimentin-Rod-Proteins im doppelt-
transformierten AH109-Hefestamm. 
Spur 1: Detektion des GAL4-AD-HA-
K318vL-Proteins mit einem α-HA-
Antikörper. Der weiße Pfeil in Spur 1
markiert die Bande dieses Proteins.
Spur 2 : Detektion des GAL4-BD-myc-
Vimentin-Rod-Proteins mit einem
Antikörper, der das mittranslatierte myc-
Markierungsepitop erkennt (α-myc-
Antikörper 9E10-2). Der weiße Pfeil in Spur
2 markiert die Bande dieses Proteins.
In Spur 3 wurde zur Kontrolle ein
Proteinlysat des AH109 Hefestamms
aufgetragen, der nur mit dem „leeren“
Vektorkonstrukt (ohne cDNA des Vimentin-
Rods) transformiert worden war. 
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5.2.6 Biochemische Charakterisierung 
 
Neben den molekularbiologischen Analysen und der Verifikation der Interaktionen 
zwischen der Vimentin-Rod-Domäne und den erhaltenen Hefeklone im 
Hefeorganismus, sollten diese Protein-Protein Wechselwirkungen auch mit Hilfe von 
biochemischen Methoden nachgewiesen werden. 
 
5.2.6.1 In vitro Transkription und Translation verschiedener Hefeklone 
Durch Verwendung eines gekoppelten Systems von Promega war es möglich in 
einem Reaktionsgefäß neben der Transkription von mRNA auch die Translation von 
Proteinen in vitro stattfinden zu lassen (s. Methodenteil 4.2.6). Es wurde in diesem 
Fall verwendet, um ein Protein in einem eukaryontischen System zu translatieren und 
dabei radioaktiv zu markieren. Dies war möglich, da sich die Hefeklone nach 
Umklonierung im pGADT7-Vektor befanden. Dieser Vektor besitzt einen T7-
Promotor, welcher die in vitro Translation ermöglicht. Die radioaktive Markierung 
geschah durch den Einbau von 35S-Aminosäuren wie Cystein und Methionin mit Hilfe 
einer T7-RNA-Polymerase. Eine Übersicht der 35S-markierten, von den isolierten 
Hefevektoren in vitro transkribierten und translatierten Proteinfragmente ist in Abb. 21 
zu sehen. Es wurden jeweils 3 µl in vitro Translationsprodukt in die Taschen eines 
15%igen Kornberg-Proteingels geladen und nach beendeter Elektrophorese ein 
Autoradiogramm angefertigt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 21: Übersicht der 35S-markierten, von den isolierten Hefevektoren in vitro 
transkribierten und translatierten Proteinfragmente. 
Es wurden jeweils 3 µl in vitro Translationsprodukt in die Taschen eines 15%iges 
Kornberg-Proteingels geladen und ein Autoradiogramm angefertigt. 
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Die berechneten Größen der translatierten Proteinfragmente sind in Tab. 24 
zusammengefasst. 
 
Klon Kalkulierte Größen der in vitro  
translatierten und 35S-markierten Proteinfragmente [kDa]  
(der Anteil des HA-Markierungsepitops und der multiplen Klonierungsstelle   
 bis zum EcoRI-Schnitt beträgt 3,2 kDa) 
K23 19,2 
K153 22,5 
K294 50,0 
K297 40,6 
K298 28,2 
K318 18,7 
K360 77,2 
K433 38,6 
K754 19,3 
SV40 T-Anitgen 
 
74,8 
Tab. 24: Übersicht der 35S-markierten, von den isolierten Hefevektoren in vitro transkribierten  
  und translatierten Proteinfragmente in kDa. 
 
Diese radioaktiv markierten in vitro trankribierten und translatierten Hefeklone, 
wurden bei der Durchführung eines „GST-pull-down“-Versuches (s. Methodenteil 
4.2.7) eingesetzt. Die Beschreibung dieser Versuchsergebnisse ist im Ergebnisteil 
(5.2.6.4) näher beschrieben.  
 
5.2.6.2 Ermittlung der geeigneten Pufferbedingungen für einen  
 „GST-pull-down“-Versuchsablauf 
 
Die Ergebnisse, die durch das „Y2H“-System in vivo gewonnen worden waren, 
wurden mit Hilfe des Glutathion-S-Transferase Gen-Fusionssystems biochemisch in 
vitro geprüft. Dieses System beruht auf dem Glutathion-S-Transferase-Gen (GST-
Gen) von Schistosoma japonicum, welches als Genfragment in spezielle Vektoren 
kloniert worden war. Diese sogenannten pGEX-Plasmide (Amersham Pharmacia) 
wurden so konstruiert, dass das GST-Gen mit einem beliebigen Gen als 
Fusionskonstrukt kloniert werden konnte. Zu Kontrollzwecken wurde in diesem Fall 
zunächst die cDNA des murinen p53 (Aminosäure 72-390, Genbanknummer: 
K01700) und des humanen Lamin C (Aminosäure 66-230, Genbanknummer: 
M13451) in die multiple Klonierungsstelle des pGEX 4T1 einkloniert (s. DNA-
Methodenteil 4.1.18.2). Die Plasmide wurden in spezielle Bakterien BL21 DE3 
(Stratagene) transformiert, in denen die Expression mit Hilfe von IPTG (Lactose-
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Analog: isopropyl β-thiogalactosid) induziert werden konnte. Dadurch konnten 
Fusionsproteine in großen Mengen hergestellt und aufgereinigt werden (s. 
Methodenteil 4.2.8).  
Die aufgereinigten Fusionsproteine GST-p53, GST-Lamin C und GST wurden an 100 
µl GST-bindende Sepharose gekoppelt. Parallel wurde das SV40 T-Antigen in einem 
in vitro Transkriptions- und Translationssystem hergestellt und dabei mit 35S-
Cystein/Methionin radioaktiv markiert. Nachdem die Kopplung der GST-
Fusionsproteine stattgefunden hatte, wurde die Sepharose gründlich gewaschen und 
anschließend mit dem radioaktiv-markierten SV40 T-Antigen inkubiert. In diesem Fall 
wurde die bekannte Interaktion zwischen dem GST-p53 (jeweils Spur 1, Abb. 22) und 
dem 35S-markierten SV40 T-Antigen und die nicht vorhandene Interaktion von GST-
Lamin C (jeweils Spur 2) mit diesem Protein ausgenutzt. Als weitere Negativkontrolle 
wurde die Interaktion mit dem GST-Protein überprüft (Spur 3). In Spur 4 wurden 3 µl 
aus dem in vitro Translatat des SV40 T-Antigens aufgetragen. Das Autoradiogramm 
wurde während einer Expositonszeit von 48 h und bei –80°C angefertigt. Die 
errechnete Größe des GST-p53 Fusionsproteins betrug 62,1 kDa, die des GST-
Lamin C 45,2 kDa, des GST 26,3 kDa und die des SV40 T-Antigens 74,8 kDa (Tab. 
24 und 25). Das Laufverhalten dieser Proteine auf einem 15%igen SDS-Kornberggel 
entsprach den errechneten Größen. 
Nach gründlichem Waschen sollte jede unspezifische Bindung des SV40 T-Antigens 
an die Sepharose mit gekoppeltem GST-Lamin C und GST eliminiert worden sein; 
die Bindung an die Sepharose, an die zuvor GST-p53 gebunden worden war, 
allerdings noch bestehen bleiben. Durch die Verwendung unterschiedlicher starker 
Waschpuffer, mit verschiedenen Salz- oder Detergenzkonzentrationen konnte hier 
Einfluss genommen werden. Deshalb war es wichtig, die für weiteren „GST-pull-
down“-Versuche benötigten Pufferbedingungen vorher auszutesten. Da es sich bei 
der Bindung zwischen p53 und dem SV40 T-Antigen um eine starke Wechselwirkung 
handelte (Estojak et al., 1995), konnte in dem Waschpuffer eine Salzkonzentration 
bis zu 1 M NaCl gewählt werden ohne dass diese Bindung aufgebrochen worden 
wäre. Bei dem ausgetesteten Waschpuffer handelte es sich um 20 mM HEPES pH 
7,8, 300 mM NaCl, 0,1 % NP-40, 10 % Glycerol und 0,1 % Desoxycholat. Bei 
manchen „GST-pull-down“-Versuchsansätzen musste eine geringere 
Salzkonzentration gewählt werden, was für eine schwächere Bindung zwischen den 
Interaktionspartnern sprach. 
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 Abb. 22: Autoradiogramm und PVDF-Membran zur Ermittlung der geeigneten 
Pufferbedingungen für einen „GST-pull-down“-Versuchsablauf. 
Hierbei wurde die bekannte Interaktion zwischen dem GST-p53 (jeweils Spur 1) und dem 
35S markierten SV40 T-Antigen und die nicht vorhandene Interaktion von GST-LaminC 
(jeweils Spur 2) mit diesem Protein ausgenutzt. Als weitere Negativkontrolle wurde die 
Interaktion mit dem GST-Protein überprüft (Spur 3). In Spur 4 wurden 3 µl aus dem in vitro
Translatat des SV40 T-Antigens aufgetragen. Das Autoradiogramm wurde während einer 
Expositonszeit von 48 h und bei –80°C angefertigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2.6.3 Aufreinigung verschiedener GST-Fusionsproteine 
Zur Durchführung eines „GST-pull-down“-Versuchs wurden die benötigten GST-
Fusionsproteine in BL21 DE3 Bakterien exprimiert, daraus aufgereinigt, über eine 
GST-bindende-Säule gegeben, anschließend mit 10 mM reduziertem Glutathion von 
der Säule eluiert, aus dem Glutathion-haltigen Puffer dialysiert (s. Methodenteil 4.2.8 
und 4.2.9) und alle Gelproben der Aufreinigungsschritte in die Taschen eines 
15%igen Kornberg-Proteingels geladen. Nach gelelektrophoretischen Auftrennung 
wurden die Gele mit dem Farbstoff Coomassie gefärbt. Die eluierten Fraktionen aller 
aufgereinigten GST-Fusionsproteine wurden in Abb. 23 zusammengestellt. In den 
Spuren 1-4 wurden die eluierten Fraktionen des GST-Vimentin-Rod-Proteins, in den 
Spuren 5-8 die des GST-Proteins aufgetragen. Die eluierten Fraktionen des GST-
Lamin C-Proteins wurden in die Spuren 9-12 und die des GST-p53-Proteins in die 
Spuren 13-16 geladen. Anhand der Coomassie gefärbten Proteingele konnte der 
Verlauf der Aufreinigung dokumentiert und ein eventueller Abbau der Proteine 
beobachtet werden. Die eluierten Fraktionen 1 und 2 aller Fusionsproteine wurden in 
der Regel vereinigt. Nach der Dialyse der vereinigten Proteine aus dem Glutathion-
haltigen Puffer (s. Methodenteil 4.2.9) wurde eine Protein-Konzentrationsbestimmung 
nach Bradford durchgeführt (s. Methodenteil 4.2.10). Das GST-Protein wurde am 
besten in den Bakterien hergestellt und lag nach den Aufreinigungsschritten in der 
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höchsten Konzentration vor. Das GST-p53 Fusionsprotein wurde hingegen am 
schlechtesten in den Bakterien exprimiert oder von der GST-bindenden Säule eluiert. 
Diese aufgereinigten Proteine wurden für maximal 1 Monat bei 4°C im Dialysepuffer 
gelagert. Vor Gebrauch wurde überprüft, ob das jeweilige Protein noch vorhanden 
war. Waren die Abbaubanden im Vergleich zur Hauptbande zu prominent, wurde die 
Proteinaufreinigung wiederholt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
 
 
 Abb. 23: Aufreinigung verschiedener GST-Fusionsproteine. 
Zur Durchführung eines „GST-pull-down“-Versuchs wurden die benötigten GST-
Fusionsproteine in BL21 DE3 Bakterien exprimiert, daraus aufgereinigt, über eine 
GST-bindende-Säule gegeben, anschließend dialysiert und in die Taschen eines 
15%igen Kornberg-Proteingels geladen. Spur 1-4 des Coomassie gefärbten 
Proteingels zeigt die eluierten Fraktionen des GST-Vimentin-Rod-Proteins, Spur 5-8 
die des GST-Proteins, Spur 9-12 die des GST-Lamin C-Proteins und Spur 13-16 die 
des GST-p53-Proteins.Protein Kalkulierte Größen verschiedener 
Proteine und Proteinfragmente [kDa]  
GAL4-BD-myc- 
Vimentin-Rod 
40,7 
GST 
Vimentin-Rod 
65,2 
GAL4-BD-myc 20,2 
GAL4-AD-HA- 
K318vL 
65,6 
GST 26,3 
GST-p53 62,1 
GST-LaminC 45,2 
Vimentin-Rod 38,9 
   Tab. 25: Übersicht der errechneten Größen einiger Fusionsproteine in kDa. 
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5.2.6.4 Ergebnisse der „GST-pull-down“-Versuche 
Zur biochemischen Absicherung der Interaktionen zwischen dem GST-Vimentin-Rod-
Protein und den erhaltenen 35S-markierten Klone K23-K754, wurden „GST-pull-
down“-Versuche durchgeführt. Die angefertigten Autoradiogramme und die 
Coomassie-gefärbten PVDF-Membranen als Ladekontrollen für K23, K153 und K294 
wurden in Abb. 24 dargestellt. Da die Ladekontrollen für die restlichen 
Autoradiogramme sehr ähnlich aussahen, wurden nur diese drei exemplarisch 
aufgeführt. Die radioaktiv-markierten Klone wurden mit dem GST-Vimentin-Rod 
(jeweils Spur 1) bzw. mit dem GST-Protein (jeweils Spur 2) inkubiert und nach 
gründlichem Waschen, mit dem zuvor ausgetesteten Waschpuffer (s. Ergebnisteil 
5.2.6.2), auf einem 15%igen Kornberg-Proteingel separiert. In Spur 3 wurden jeweils 
aus dem entsprechenden in vitro Translatat 2 µl aufgetragen. Radioaktiv-markierte 
Proteine konnten nur dann nachgewiesen werden, wenn sie an das GST-Vimentin-
Rod-Fusionsprotein gebunden hatten. Die unspezifischen Bindungen an das GST-
Protein konnten weggewaschen werden. Eine Ausnahme bildeten K23 und K754. Bei 
K23 konnte noch ein leichtes Signal in der Spur des GST-Kontrollansatzes erkannt 
werden. Da das eigentliche Signal jedoch um einiges deutlicher zu sehen war, wurde 
dieser Klon im Laufe dieser Arbeit trotzdem weiter analysiert. Eine spezifische 
Interaktion von K754 mit der Vimentin-Rod-Domäne war mit Hilfe des „GST-pull-
down“-Versuchs nicht möglich. Das Signal in der Kontrollspur war genauso stark wie 
das eigentliche Signal. In diesem Fall müsste noch ausgeschlossen werden, dass 
kein „Aggregations-Fangen“ durch die Sepharosekugeln aufgetreten war. Da es sich 
allerdings um einen interessanten Interaktionspartner handelte, wurde auch dieser 
Klon weiter analysiert. Es handelt sich hierbei um ein in vitro Verfahren, in dem native 
Faltungszustände von Proteinen häufig nicht erhalten bleiben. Somit dürften nicht 
alle Protein-Protein Interaktionen mit dieser Methode nachweisbar sein, bei denen 
sensible Faltungen notwendig sind. Aus diesem Grund wurden weitere Versuche, wie 
z.B. Zelltransfektionsexperimente, die im Folgenden beschrieben werden, 
durchgeführt. 
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Abb. 24: Ergebnisse der „GST-pull-down“-Versuche. 
Zur biochemischen Verifizierung der Interaktionen zwischen dem GST-Vimentin-Rod-
Protein und den erhaltenen 35S-markierten Klone K23-K754, wurde ein „GST-pull-down“-
Versuch durchgeführt. Die Autoradiogramme und die Coomassie-gefärbten PVDF-
Membranen als Ladekontrollen für K23, K153 und K294 wurden dargestellt.  
Die radioaktiv markierten Klone wurden mit dem GST-Vimentin-Rod bzw. mit dem GST-
Protein inkubiert und nach gründlichem Waschen auf einem 15%igen Kornberg-Proteingel 
separiert. Die radioaktiv-markierten Klone konnten nur dann nachgewiesen werden, wenn 
sie an dem GST-Vimentin-Rod gebunden hatten (Ausnahme K754). 
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5.2.7 Zellbiologische Charakterisierung der Kandidaten-Proteine 
 
Zur weiteren in vivo Analyse der aus der HeLa-cDNA-Bibliothek isolierten Klone, 
wurden Zelltransfektionsexperimente angeschlossen. Hierzu wurden die 
entsprechenden cDNA-Sequenzen erworben, die für das jeweils komplette Protein 
kodierten. Die Herkunft der verschiedenen Klone ist im Materialteil (3.10) tabellarisch 
aufgeführt. Die entsprechenden cDNAs wurden in den pEGFP-C1 Vektor von 
Clontech umgesetzt (s. DNA-Methodenteil 4.1.18.3) und verschiedene 
eukaryontische Gewebekulturzellen transient transfiziert. Da bekannt war, dass 
Proteinfragmente in Gewebekulturzellen häufig anders lokalisieren als deren ganze 
Proteine war es notwendig diese Zelltransfektionsexperimente mit Konstrukten, die 
für die kompletten Proteine kodieren, durchzuführen. Oftmals fehlen den verkürzten 
Varianten wichtige Lokalisationssequenzen wie z.B. Kernlokalisationssequenzen 
(NLS), welche im Normalfall einen Transport in den Zellkern ermöglichen würden. 
Verkürzte Proteinfragmente werden hingegen aufgrund ihrer geringen Größe häufig 
passiv in den Zellkern transportiert, wobei sie als komplettes Protein dort nie 
lokalisieren würden. Die Vimentin-Rod-Domäne, ohne Kopf- und Schwanzregionen 
wird z.B. in den Zellkern transportiert; das Gesamtprotein hingegen lokalisiert 
ausschließlich im Cytoplasma (Rogers et al., 1995). 
Im Folgenden wird die Expression von 10 GFP-Fusionsproteinen nach transienter 
Transfektion in der Interphase verschiedener Gewebekulturzellen beschrieben. Es 
wurde die Lokalisation dieser Fusionsproteine untersucht und eine mögliche Ko-
Lokalisation mit cytoplasmatischen Vimentinfilamenten analysiert. Darüber hinaus 
wurde darauf geachtet, ob eine Interaktion von kernständigen Klonen mit ektopisch 
im Zellkern von SW13-Zellen exprimiertem Xl-NLS-Vimentin zu beobachten war. 
Weiterhin wurde untersucht, ob eine Interaktion der GFP-Fusionsproteine mit 
endogenem Vimentin während der Mitose von transfizierten Zellen auftrat. Dafür 
wurden Zellen transient transfiziert und nach 24 h mit Nocodazol behandelt. 
Nocodazol verhindert den Mikrotubuli-Zusammenbau, indem es an Tubulin-Dimere 
bindet und dadurch deren Affinität zu einem bestehenden wachsenden Mikrotubuli-
Ende verringert. Da das Mikrotubuli-Netzwerk u.a. die Mitosespindel aufbaut, können 
Zellen ihre eingeleitete Mitose nicht beenden und werden dadurch in diesem Zell-
Zyklus Stadium arretiert. Auf diese Weise konnten vermehrt mitotische Zellen für ein 
Zellpräparat angereichert werden (Ray et al., 1984; Luduena et al., 1991 und Jordan 
et al., 1992).  
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5.2.7.1 Lokalisation von K23-GFP in der Interphase und der Mitose 
                verschiedener humaner Zell-Linien 
 
Die Lokalisation von K23-GFP wurde in HeLa-Zellen (Abb. 25 A-C) und in SW13-
Zellen Subklon 11E (Abb. 25 D-F) untersucht. In den HeLa-Zellen konnte eine 
Anreicherung des Fusionsproteins in den Nukleoli der transfizierten Zellen 
beobachtet werden (Pfeilkopf in A). Es war allerdings auch eine cytoplasmatische 
Verteilung insbesondere um den Zellkern herum zu erkennen. Da die 
cytoplasmatischen Vimentinfilamente (B) hauptsächlich um den Zellkern lokalisierten, 
konnte in diesem Bereich eine partielle Ko-Lokalisation zwischen beiden Proteinen 
beobachtet werden (C). Die humanen Vimentinfilamente wurden mit dem Antikörper 
3B4 detektiert. 
In den SW13-Zellen Subklon 11E, in denen das Xl-NLS-Vimentin ektopisch im 
Zellkern exprimiert wurde, im Cytoplasma allerdings keine endogene 
Vimentinexpression stattfand, lokalisierte das K23-GFP-Protein im gesamten Zellkern 
und auch in den Nukleoli (D). Im Kern konnten darüber hinaus Akkumulationspunkte 
beobachtet werden, in denen sowohl das Xl-NLS-Vimentin als auch das K23-GFP-
Protein angereichert wurde (weiße Pfeile in D, E, D’, und E’). Die Xl-NLS-Vimentin 
Aggregate wurden ebenfalls durch den Antikörper 3B4 detektiert, der sowohl das 
humane als auch das amphibien Vimentin erkannte. Durch die Verwendung dieser 
Vimentin-freien Zell-Linie, die stabil das Xl-NLS-Vimentin exprimierte, konnte auch 
eine Interaktion von kernständigen Interaktionspartnern, wie K23 überprüft werden. 
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Abb. 25: Lokalisation von K23-GFP nach transienter Transfektion verschiedener humaner Zell- 
  Linien.  
(A)-(C) HeLa-Zellen, (D)-(F) SW13-Zellen Subklon 11E. 
Zur Überprüfung einer möglichen Interaktion mit humanen Vimentinfilamenten in HeLa-Zellen 
wurden diese mit dem Antikörper 3B4 detektiert (B). (C) übereinander gelagertes Bild von (A) 
und (B). Der Pfeilkopf in (A) markiert die Lokalisation des K23-GFP in den Nukleoli. (E) 
Immunnachweis des Xl-NLS-Vim im Kern der SW13-Zellen Sc 11E mit dem Antikörper 3B4. 
(F) übereinander gelagertes Bild von (D) und (E). Die Pfeile markieren Akkumulationspunkte, 
in denen beide Proteine vertreten sind. 
(D’, E’ und F’) stellen vergrößerte Ausschnitte von D, E und F dar. Konfokale Einzelbilder. 
Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
 
In transient transfizierten mitotischen HeLa-Zellen konnte keine Ko-Lokalisation der 
beiden Proteine beobachtet werden Abb. 26 (A-D). In diesem Fall wurde eine HeLa-
Zelle ausgewählt, die sich gerade in der Telophase der Mitose befand und bei der die 
Zellteilung fast vollendet war. Die einzelnen Tochterzellen, mit aufgeteilten 
Chromosomen waren schon zu erkennen (D); sie hingen jedoch noch über ihr 
Cytoplasma zusammen (C).  
 Abb. 26:  
Lokalisation von K23-GFP nach 
transienter Transfektion von HeLa-
Zellen in der Telophase der Mitose. 
(A) K23-GFP, (B) Immunlokalisation von
humanem Vimentin mit dem Antikörper
3B4, (C) übereinander gelagertes Bild
von (A) und (B). (D) Anfärbung der DNA
durch Hoechst 33342.  
Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-
Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
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5.2.7.2 Lokalisation von K153-GFP in der Interphase und der Mitose 
                verschiedener humaner Zell-Linien 
 
Die Lokalisation von K153-GFP wurde in HeLa-Zellen Abb. 27 (A-C), in SW13-Zellen 
Subklon 11E Abb. 27 (D-F) und in humanen Fibroblasten der Zell-Line BJ1 Abb. 27 
(G-I) untersucht. Die Überprüfung einer möglichen Interaktion von humanen 
Vimentinfilamenten mit K153-GFP wurde in HeLa-Zellen und BJ1-Zellen 
durchgeführt. Die einzelnen Vimentinbündel waren bis in verschiedene Zellfortsätze 
zu erkennen (weiße Pfeile in B). Das Protein K153-GFP lokalisierte ebenfalls in 
diesen Zellfortsätzen (weiße Pfeile in A). Allerdings war es auch im Karyoplasma und 
insbesondere um den Zellkern zu beobachten. In diesen kernnahen Bereichen 
schien das Protein K153-GFP auch mit den Vimentinfilamenten zu interagieren 
(gelbe Bereiche in C). Ein ähnliches Bild ergab sich bei transient transfizierten 
humanen Fibroblasten (G-I). Diese Zellen sind erheblich größer als HeLa-Zellen und 
representieren einen Zelltyp, der von mesodermalen Gewebe abstammt und auf die 
Expression von Vimentinfilamenten spezialisiert ist (Franke et al., 1982a und Lane et 
al., 1983). 
In den SW13-Zellen vom Subklon 11E, in denen das Xl-NLS-Vimentin ausschließlich 
ektopisch im Zellkern lokalisierte, befand sich das K153-GFP-Protein im gesamten 
Zellkern und im Cytoplasma (D). Im Kern konnten darüber hinaus 
Akkumulationspunkte beobachtet werden, in denen sowohl das Xl-NLS-Vimentin als 
auch das K153-GFP-Protein angereichert wurden (weiße Pfeile in D, E, D’, und E’). 
Die Ko-Lokalisation beider Proteine, in einer Vielzahl von Akkumulationspunkten, war 
der Ko-Lokalisation von K23-GFP mit dem Xl-NLS-Vimentin ähnlich.  
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Abb. 27: Lokalisation von K153-GFP nach transienter Transfektion verschiedener humaner 
Zell-Linien. 
(A)-(C) HeLa-Zellen, (D)-(F) SW13-Zellen Subklon 11E und (G)-(I) BJ1 humane Fibroblasten. 
Zur Überprüfung einer möglichen Interaktion mit humanen Vimentinfilamenten in HeLa-Zellen 
und BJ1-Zellen wurden diese mit dem Antikörper V2 (B) und 3B4 (H) detektiert. (E) 
Immunnachweis des Xl-NLS-Vim im Kern der SW13-Zellen Sc 11E mit dem Antikörper 14.13. 
(C) übereinander gelagertes Bild von (A) und (B), (F) von (D) und (E), (I) von (G) und (H). Die 
Pfeile in (A) und (B) markieren die Lokalisation von K153-GFP bis in alle Zellfortsätze hinein, 
den Vimentinfilamenten folgend. Die Pfeilköpfe in (D), (E), (D’) und (E’) markieren die 
Akkumulationspunkte, in denen beide Proteine vertreten sind. (D’, E’ und F’) stellen 
vergrößerte Ausschnitte von D, E und F dar. Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. 
Eichbalken: 10 µm. 
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In transient transfizierten mitotischen HeLa-Zellen konnte eine partielle Ko-
Lokalisation beider Proteine beobachtet werden (Abb. 28 A-C). Einige Bereiche 
dieser mitotischen Zelle wurden von beiden Proteinen, dem K153-GFP und dem 
humanen Vimentin eingenommen, wie im übereinander gelagerten Bild zu sehen ist 
Abb. 28 (C)  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 28: Lokalisation von K153-GFP nach transienter Transfektion von HeLa-Zellen in der 
Mitose. 
(A) K153-GFP, (B) Immunlokalisation von humanem Vimentin mit dem Antikörper 3B4, (C) 
übereinander gelagertes Bild von (A) und (B).  
Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
 
 
5.2.7.3 Lokalisation von K294-GFP in der Interphase und der Mitose 
                verschiedener humaner Zell-Linien  
 
Die Lokalisation des Fusionsproteins K294-GFP wurde ebenfalls in den Zell-Linen 
HeLa Abb. 29 (A-C) und SW13 Subklon 11E (D-F) analysiert. Dieses Protein war 
hauptsächlich im Zellkern der Zellen, nicht aber in den Nukleolen, zu beobachten. 
Nur schwache Signale des Fusionsproteins waren im Cytoplasma zu erkennen (A). 
Eine direkte Ko-Lokalisation zwischen dem GFP-Fusionsprotein mit den humanen 
Vimentinfilamenten in HeLa-Zellen konnte nicht beobachtet werden. Auch bei 
anderen humanen Gewebekulturzellen, wie z.B. PLC war keine Ko-Lokalisation zu 
beschreiben. 
Nach Transfektion des GFP-Fusionsproteins in SW13-Zellen Subklon 11E war 
ebenfalls eine kernständige Lokalisation zu sehen (D). Es handelte sich in diesem 
Fall um keine gleichmäßig diffuse Verteilung des Proteins im Zellkern, sondern um 
eine „fleckenartige“ Anordnung in bestimmten Bereichen (weißen Pfeile in D). 
Stellenweise kam es auch zu einer partiellen Lokalisation der ektopisch exprimierten 
Xl-NLS-Vimentin Aggregate im Zellkern der SW13-Zellen. Einige dieser Aggregate 
wurden durch weiße Pfeile in (E) markiert. 
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Abb. 29: Lokalisation von K294-GFP nach transienter Transfektion verschiedener humaner 
Zell-Linien. 
(A)-(C) HeLa-Zellen, (D)-(F) SW13-Zellen Subklon 11E. (B) Immunlokalisation von humanen 
Vimentinfilamenten mit dem Antikörper V2. (C) übereinander gelagertes Bild von (A) und (B). 
(E) Immunlokalisation von Xl-NLS-Vim mit dem Antikörper 14.13. Pfeile in (D) und (E) 
markieren Akkumulationspunkte, in denen beide Proteine vertreten sind. (F) übereinander 
gelagertes Bild von (D) und (E). Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 
10 µm. 
 
In transient transfizierten mitotischen HeLa-Zellen konnte keine Ko-Lokalisation 
zwischen dem GFP-Fusionsprotein und Vimentin beobachtet werden (Abb. 30 A-C). 
Beide Proteine lagen räumlich voneinander getrennt vor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 30: Lokalisation von K294-GFP nach transienter Transfektion von HeLa-Zellen in der 
Mitose. 
(A) K294-GFP, (B) Immunlokalisation von humanem Vimentin mit dem Antikörper 3B4, (C) 
übereinander gelagertes Bild von (A) und (B).  
Konfokale Einzelbilder. Methanol Aceton-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
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5.2.7.4 Lokalisation von K297-GFP in der Interphase und der Mitose 
                verschiedener humaner Zell-Linien  
 
Das Fusionsprotein K297-GFP lokalisierte ebenfalls hauptsächlich im Zellkern von 
transient transfizierten Gewebekulturzellen. In HeLa-Zellen konnte auch eine geringe 
Lokalisation im Cytoplasma beobachtet werden (Abb. 31 A-C). Eine spezifische 
Lokalisation auf Vimentinfilamenten war aber nicht zu erkennen. Im Zellkern von 
transient transfizierten SW13-Zellen von Subklon 11E (D-F) war eine Ko-Lokalisation 
des GFP-Fusionsproteins mit dem Xl-NLS-Vimentin in Aggregationspunkten, wie bei 
K23 oder K153 nicht zu beobachten. In transient transfizierten PLC-Zellen lokalisierte 
das GFP-Fusionsprotein ebenfalls im Zellkern (G-I). Es schien aber auch kernnahe 
Bereiche einzunehmen, in denen eine partielle Ko-Lokalisation mit den humanen 
endogenen Vimentinfilamenten zu beobachten war (I). 
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Abb. 31: Lokalisation von K297-GFP nach transienter Transfektion verschiedener humaner 
Zell-Linien. 
(A)-(C) HeLa-Zellen, (D)-(F) SW13-Zellen Subklon 11E, (G)-(I) PLC-Zellen. 
(A), (D) und (G) Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von K297-GFP. (B) und (H) 
Immunlokalisation von Vimentinfilamenten mit den Antikörpern 3B4 und V2. (E) 
Immunlokalisation von Xl NLS Vimentin im Zellkern der SW13-Zellen mit dem Antikörper 3B4. 
(C), (F) und (I) Übereinanderlagerung der entsprechenden Einzelbilder. Konfokale 
Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
 
Es konnte auch in transient transfizierten mitotischen HeLa-Zellen keine Ko-
Lokalisation beider Proteinen beobachtet werden (Abb. 32 A-C). Beide Proteine 
lagen, ähnlich K294, eindeutig räumlich getrennt voneinander vor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 32: Lokalisation von K297-GFP nach transienter Transfektion von HeLa-Zellen in der 
Mitose. 
(A) K297-GFP, (B) Immunlokalisation von humanem Vimentin mit dem Antikörper 3B4, (C) 
übereinander gelagertes Bild von (A) und (B). Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. 
Eichbalken: 10 µm. 
 
5.2.7.5 Lokalisation von K298-GFP in der Interphase und der Mitose 
                verschiedener humaner Zell-Linien 
 
Die Lokalisation des Fusionsproteins K298-GFP wurde ebenfalls in den Zell-Linen 
HeLa Abb. 33 (A-C) und SW13 Subklon 11E (D-F) analysiert. Das GFP-
Fusionsprotein kam in beiden Zell-Linien sowohl im Zellkern als auch im Cytoplasma 
vor. Bei transient transfizierten HeLa-Zellen war das Fusionsprotein auch stark in 
kernnahen Bereichen zu finden (weißer Pfeil in A). In diesem Bereich waren 
ebenfalls Vimentinfilamente stark vertreten, was eine partiellen Ko-Lokalisation 
möglich erscheinen lässt (C). In transient transfizierten SW13-Zellen des Subklons 
11E war eine partielle Lokalisation der Xl-NLS-Vimentin Aggregate im Zellkern zu 
beobachten. Die Pfeilköpfe in D und E markieren einige dieser Aggregate, in denen 
beide Proteine vertreten waren. 
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Abb. 33: Lokalisation von K298-GFP nach transienter Transfektion verschiedener humaner 
Zell-Linien. 
(A)-(C) HeLa-Zellen, (D)-(F) SW13-Zellen Subklon 11E. (B) Immunlokalisation von humanen 
Vimentinfilamenten mit dem Antikörper 3B4. (C) übereinander gelagertes Bild von (A) und (B). 
(E) Immunlokalisation von Xl-NLS-Vim mit dem Antikörper 3B4. Pfeile in (A) und (B) markieren 
Bereiche im Cytoplasma der Zelle in denen die Vimentinfilamente als auch das K298-GFP-
Protein stak vertreten sind. Pfeilköpfe in (D) und (E) markieren Akkumulationspunkte, in denen 
beide Proteine vertreten sind. (F) übereinander gelagertes Bild von (D) und (E). Konfokale 
Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
 
In transient transfizierten mitotischen HeLa-Zellen war ebenfalls eine partielle 
Lokalisation zwischen den endogenen humanen Vimentinfilamenten, die während 
der Mitose intakt blieben, und eine käfigartige Struktur um den Spindelapparat 
ausbildeten, mit dem K298-GFP-Protein zu sehen (Abb. 34 A-E). In B kann diese 
käfigartige Struktur aus Vimentinfilamenten gut beobachtet werden. In den äußeren 
Bereichen der Vilamente schien das GFP-Fusionsprotein ebenfalls lokalisiert zu sein 
(Pfeil in E). 
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Abb. 34: Lokalisation von K298-GFP nach transienter Transfektion von HeLa-Zellen in der 
Mitose. 
(A) K298-GFP, (B) Immunlokalisation von humanem Vimentin mit dem Antikörper 3B4, (C) 
übereinander gelagertes Bild von (A) und (B). (D) Anfärbung der DNA durch Hoechst 33342. 
(E) Übereinanderlagerung aller Bilder. 
Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
 
5.2.7.6 Lokalisation von ERAP140-GFP in der Interphase verschiedener 
                humaner Zell-Linien 
 
Bei K298 handelte es sich um eine verkürzte „Splice“-Variante des Proteins 
ERAP140 (Shao et al., 2002). Eine schematische Gegenüberstellung der Varianten 
ist in Abb. 10 im DNA-Methodenteil dargestellt. Da die Sequenz des ursprünglichen 
Hefeklons mit beiden Varianten übereinstimmte, wurde die cDNA von ERAP140 
ebenfalls in den pEGFP-C1 Vektor einkloniert und in verschiedene humane 
Gewebekultuzellen transfiziert. Das GFP-Fusionsprotein lokalisierte in den HeLa-
Zellen (Abb. 35 A-C), in den SW13-Zellen Subklon 11E (D-F) und in den PLC-Zellen 
(G-I) ähnlich wie K298-GFP im Cytoplasma und im Zellkern gleichermaßen. In 
einigen Bereichen im Cytoplasma konnten Bereiche beobachtet werden, in denen 
auch Vimentinfilamente stark vertreten waren (A und weiße Pfeile in G). In den 
Zellkernen der SW13-Zellen konnte jedoch keine Ko-Lokalisation mit den Xl-NLS-
Vimentin Aggregaten beobachtet werden.  
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Abb. 35: Lokalisation von ERAP140-GFP nach transienter Transfektion verschiedener humaner 
Zell-Linien. 
(A)-(C) HeLa-Zellen, (D)-(F) SW13-Zellen Subklon 11E und (G) PLC-Zellen. 
(B) und (H) Immunlokalisation von humanen Vimentinfilamenten mit dem Antikörper 3B4. (C) 
übereinander gelagertes Bild von (A) und (B). (E) Immunlokalisation von Xl-NLS-Vim mit dem 
Antikörper 3B4. (F) übereinander gelagertes Bild von (D) und (E). Pfeile in (G) und (H) 
markieren Bereiche im Cytoplasma der Zelle in denen die Vimentinfilamente als auch das 
ERAP140-GFP-Protein stak vertreten sind. Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. 
Eichbalken: 10 µm. 
 
5.2.7.7 Lokalisation von K318-GFP in der Interphase und der Mitose 
                verschiedener humaner Zell-Linien 
 
Das GFP-Fusionsprotein K318-GFP lokalisierte ebenfalls im Zellkern und im 
Cytoplasma der analysierten Gewebekulturzellen. In transient transfizierten PLC-
Zellen war eine ausgedehnte netzartige Verteilung im gesamten Cytoplasma, bis in 
kleinste Zellfortsätze hinein zu beobachten (Abb. 36 A-C). Ein ähnliches Bild ergab 
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sich in transient transfizierten SW13-Zellen vom Subklon 11E (Abb. 37 A und D). Die 
ausgedehnte cytoplasmatische Verteilung von K318 zeigte auch eine partielle Ko-
Lokalisation mit endogenen humanen Vimentinfilamenten (Pfeilkopf in Abb. 36 A und 
Pfeile in Abb. 37 A und B). Transient transfizierte MCF7-Zellen in Abb. 36 (D-F) 
zeigten auch eine partielle Ko-Lokalisation mit Aktin-Stressfasern (E). In Abbildung 
(D-F) wurde eine MCF7-Zelle ausgewählt, die sich vom Schalenboden ablöste. In 
den einzelnen Zellfortsätzen konnte sowohl das GFP-Fusionsprotein als auch Aktin 
beobachtet werden (weiße Pfeile in D und E). Im Zellkern von transient transfizierten 
SW13-Zellen Subklon 11E konnte keine direkte Ko-Lokalisation von Xl-NLS-Vimentin 
Aggregaten mit dem GFP-Fusionsprotein erkannt werden (Abb. 37 D-F). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 36: Lokalisation von K318-GFP nach transienter Transfektion verschiedener humaner 
Zell-Linien. 
(A)-(C) PLC-Zellen, (D)-(F) MCF7-Zellen. 
(B) Immunlokalisation von humanen Vimentinfilamenten mit dem Antikörper 3B4. (C) 
übereinander gelagertes Bild von (A) und (B). (E) Aktin-Phalloidin-Färbung. Die Pfeile in (D) 
und (E) markieren Zellfortsätze, in denen das Aktin als auch das K318-GFP-Protein vertreten 
sind. (F) übereinander gelagertes Bild von (D) und (E). Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-
Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
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Abb. 37: Lokalisation von K318-GFP nach transienter Transfektion von SW13-Zellen Subklon 
11E. 
(A)-(C) Eine Zelle, die ihre endogene Vimentinexpression wieder angeschaltet hat. Die 
Vimentinfilamente wurden mit dem Antikörper 3B4 immunlokalisiert. Die Pfeile in (A) und (B) 
markieren Vimentinbündel, deren Verlauf von K318-GFP begleitet wird. (C) übereinander 
gelagertes Bild von (A) und (B). (D)-(F) zeigt eine Zelle, die das XL-NLS Vimentin nur im Kern 
exprimiert. (D’), (E’) und (F’) sind vergrößerte Ausschnitte von (D), (E) und (F). (F) 
übereinander gelagertes Bild von (D) und (E). Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. 
Eichbalken: 10 µm. 
 
In transient transfizierten mitotischen SW13-Zellen des Subklons 11E war ebenfalls 
eine partielle Lokalisation zwischen den endogenen humanen Vimentinfilamenten, 
die während der Mitose auch bei diesem Zelltyp intakt blieben, und eine käfigartige 
Struktur um den Spindelapparat ausbildeten, mit dem K318-GFP-Protein zu sehen 
(Abb. 38 A-E). Das GFP-Fusionsprotein lokalisierte zwar auch diffus im Innern der 
mitotischen Zelle (A), war aber zum größten Teil zusammen mit dem Vimentin in den 
äußeren Bereichen zu erkennen. Die kondensierte DNA wurde mit dem Hoechst-
Farbstoff sichtbar gemacht (D).  
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Abb. 38: Lokalisation von K318-GFP nach transienter Transfektion von HeLa-Zellen in der 
Mitose. 
(A) K318-GFP, (B) Immunlokalisation von humanem Vimentin mit dem Antikörper 3B4, (C) 
übereinander gelagertes Bild von (A) und (B). (D) Anfärbung der DNA durch Hoechst 33342. 
(E) Übereinanderlagerung aller Bilder. 
Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
 
5.2.7.8 Lokalisation von myc-K360 in der Interphase verschiedener  
                humaner Zell-Linien  
 
Die Lokalisation von myc-K360 wurde in PLC-Zellen Abb. 39 (A-C) und in SW13-
Zellen des Subklons 11E Abb. 39 (D-F) analysiert. In den PLC-Zellen war das myc-
Fusionsprotein hauptsächlich im Zellkern zu sehen. Es konnte allerdings auch in 
einigen Bereiche des Cytoplasmas detektiert werden. Hier zeigte es eine filamentöse 
Verteilung (weiße Pfeile in A und B) die teilweise mit den Vimentinfilamenten ko-
lokalisierte. In den Zellen des SW13 Subklons 11E war das myc-Fusionsprotein 
„fleckenartig“ im Zellkern zu beobachten (D). Über eine direkte Ko-Lokalisation mit 
den Xl-NLS-Vimentin Aggregaten konnte in diesem Fall keine genaue Aussage 
gemacht werden (F).  
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Abb. 39: Immunlokalisation von myc-K360 nach transienter Transfektion verschiedener 
humaner Zell-Linien. 
(A)-(C) PLC-Zellen, (D)-(F) SW13-Zellen Subklon 11E. myc-K360 wurde mit dem Antikörper 
gegen das myc-Markierungsepitop markiert (A) und (D); das humane Vimentin in den PLC-
Zellen mit dem Antikörper V2 (B) und das Xl-NLS Vimentin mit dem XV3 Antikörper (E). (C) 
übereinander gelagertes Bild von (A) und (B). Die Pfeile in (A) und (B) markieren 
Vimentinfilamente, welche von dem myc-K360 dekoriert werden. (F) übereinander gelagertes 
Bild von (D) und (E). Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
 
5.2.7.9 Lokalisation von K433-GFP in der Interphase und der Mitose 
                verschiedener humaner Zell-Linien 
 
Das Fusionsprotein K433-GFP lokalisierte in den transient transfizierten HeLa-Zellen 
hauptsächlich im Zellkern und in den Nukleoli (Abb. 40 A). Ein geringer Teil des GFP-
Fusionsproteins war auch im Cytoplasma der transfizierten Zellen zu detektieren. Die 
cytoplamatischen Vimentinfilamente schienen aber mit diesem Protein in der 
Interphase nicht zu ko-lokalisieren (C). 
Im Zellkern von transient transfizierten SW13-Zellen Subklon 11E (D-F) konnte eine 
Ko-Lokalisation von Xl-NLS-Vimentin Aggregaten mit dem GFP-Fusionsprotein 
beobachtet werden (weiße Pfeile in D, E, D’ und E’).  
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Abb. 40: Lokalisation von K433-GFP nach transienter Transfektion verschiedener humaner 
Zell-Linien 
(A)-(C) HeLa-Zellen, (D)-(F) SW13-Zellen Subklon 11E. 
(B) Immunlokalisation von humanen Vimentinfilamenten mit dem Antikörper 3B4. (C) 
übereinander gelagertes Bild von (A) und (B). (E) Xl NLS Vimentin wurde ebenfalls mit dem 
Antikörper 3B4 markiert. Die Pfeile zeigen auf Xl NLS Vimentin Aggregate, in denen auch das 
K433-GFP-Protein zu finden ist. (D’), (E’) und (F’) sind vergrößerte Ausschnitte von (D), (E) 
und (F). (F) übereinander gelagertes Bild von (D) und (E). Konfokale Einzelbilder. 
Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
 
In transient transfizierten mitotischen HeLa-Zellen war ebenfalls eine teilweise 
Lokalisation zwischen den endogenen humanen Vimentinfilamenten mit dem K433-
GFP-Protein zu sehen (Abb. 41 A-D). Äußere Bereiche dieser mitotischen Zelle 
schienen von beiden Protein eingenommen zu werden (C). 
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Abb. 41:  
Lokalisation von K433-GFP nach 
transienter Transfektion von HeLa-
Zellen in der Mitose. 
(A) K433-GFP, (B) Immunlokalisation von 
humanem Vimentin mit dem Antikörper 
3B4, (C) übereinander gelagertes Bild von 
(A) und (B). (D) Anfärbung der DNA durch 
Hoechst 33342. 
(E) Übereinanderlagerung aller Bilder. 
Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-
Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2.7.10 Lokalisation von K754-GFP in der Interphase und der Mitose 
                verschiedener humaner Zell-Linien 
 
Auch das GFP-Fusionsprotein K754-GFP lokalisierte fast ausschließlich im Zellkern 
von transient transfizierten HeLa-Zellen (Abb. 42 A-C). Somit war eine Ko-
Lokalisation mit cytoplasmatischen Vimentinfilamenten in der Interphase nicht zu 
beobachten (C). Im Zellkern von transient transfizierten SW13-Zellen Subklon 11E 
(D-F) konnte ebenfalls keine Ko-Lokalisation von Xl-NLS-Vimentin Aggregaten mit 
dem GFP-Fusionsprotein beobachtet werden (F).  
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Abb. 42: Lokalisation von K754-GFP nach transienter Transfektion verschiedener humaner 
Zell-Linien 
(A)-(C) HeLa-Zellen, (D)-(F) SW13-Zellen Subklon 11E. 
(B) Immunlokalisation von humanen Vimentinfilamenten mit dem Antikörper 3B4. (C) 
übereinander gelagertes Bild von (A) und (B). (E) Xl NLS Vimentin wurde ebenfalls mit dem 
Antikörper 3B4 markiert. (F) übereinander gelagertes Bild von (D) und (E). Konfokale 
Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
 
In transient transfizierten mitotischen HeLa-Zellen war allerdings eine partielle Ko-
Lokalisation beider Proteine zu sehen (Abb. 43 A-D). Einzelne Bereiche im Äußeren 
der mitotischen Zelle erschienen durch die Übereinanderlagerung der Proteine gelb 
(C). 
 
Abb. 43: 
Lokalisation von K754-GFP nach 
transienter Transfektion von HeLa-Zellen 
in der Mitose. 
(A) K754-GFP, (B) Immunlokalisation von 
humanem Vimentin mit dem Antikörper 
3B4, (C) übereinander gelagertes Bild von 
(A) und (B). (D) Anfärbung der DNA durch 
Hoechst 33342. 
(E) Übereinanderlagerung aller Bilder. 
Konfokale Einzelbilder. Methanol Aceton-
Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass bei einigen Klonen eine partielle Ko-
Lokalisation mit Vimentinfilamenten während der Interphase beobachtet werden 
konnte. Hierzu gehörten K153, K298, ERAP140, K318 und K360. Durch die 
Verwendung einer Vimentin-freien Zell-Linie, die stabil X. leavis Vimentin versehen 
mit einer Kernlokalisationssequenz exprimierte, konnte auch eine Interaktion von 
kernständigen Interaktionspartnern überprüft werden. In diesem Fall wiesen K23, 
K153, K298 und K433 eine Ko-Lokalisation mit den X. leavis Vimentin-Aggregaten im 
Zellkern auf. Auch während der Mitose zeigten einige Interaktionspartner 
Wechselwirkungen mit dem noch intakt gebliebenem Vimentin-Netzwerk. Hierzu 
gehörten besonders K153, K298, K318 und K433. Die Interaktionen von K318-GFP 
mit endogenen Vimentinfilamenten in der Interphase und der Mitose bei 
verschiedenen Zelltypen war besonders auffällig. 
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Die NCBI-Datenbanksuche, der aus dem „Y2H-Screen“ gewonnener Klone, ergab 
eine Vielzahl interessanter Interaktionspartner (s. Tab. 23). Einige dieser Klone, die 
in dieser Arbeit näher charakterisiert wurden, werden im Folgenden näher vorgestellt 
(Tab. 24). 
Klon-
Nr. 
Genbank-
Nr. 
Name 
Lokalisation des 
GFP-markierten 
Proteins 
Bekanntes 
K23 BC050644 
Ribosomales 
Protein (RPL12) 
Cytoplasma 
und Kern 
- eine Ko-Lokalisation von einzelnen 
Ribosomen mit IFs in embryonalen Maus 
Fibroblasten wurde bereits beobachtet (Traub 
et al., 1998) 
- ebenfalls von Komponenten der 
Translations-Maschinerie, wie des eEF-2 
(Shestakova et al., 1993) 
K153 
NM_002696
.1 
RNA-Polymerase II 
Untereinheit G 
(POLR2G) oder 
hsRPB7 
Cytoplasma 
und Kern 
- Hauptfunktion ist die Regulation der RNA 
Pol. II 
- in Hefezellen erhöht das Hefe-homologe 
Protein die Resistenz gegenüber 
Stressfaktoren (Khazak et al., 1995) 
K294 BC039573.1 
Hypothetisches 
Protein FLJ13614 
hauptsächlich 
im Kern noch keine Publikationen bekannt 
K297 BC01179 
Translin-
assoziierter Faktor 
X (TRAX) 
hauptsächlich 
im Kern 
- Translin assoziiertes Protein (Aoki et al., 
1997) 
- 28%ige Sequenzidentität zu Translin 
- weist eine zweigeteilte NLS auf und 
vermittelt den selektiven Transport von 
Translin in den Kern (Meng et al., 2000) 
K298 AK094706.1 
„Oxidation-
Resistance“ Protein
(OXR1) 
Cytoplasma 
und Kern 
- Schutz der Zelle vor oxidativem Stress 
- gehört zu einer konservierten Proteinfamilie 
bei Eukaryonten 
- verkürzte „Splicevariante“ von ERAP140 
 AF493978 ERAP140 
Cytoplasma 
und Kern 
- Ko-Aktivator des nukleären 
Estrogenrezeptors 
- dieser bindet nach Ligandenbindung und 
Dimerisierung an „ER response elements“ im 
Promotorbereich bestimmter Gene 
- ERAP140 verstärkt die transkriptionelle 
Aktivität des nukleären Rezeptors (Shao et al., 
2002) 
K360 AB019397 
DNA-
Topoisomerase II 
bindendes Protein  
(TopBP1) 
hauptsächlich 
im Kern 
- Interaktionspartner von DNA-Topoisomerase 
II (Yamane et al., 1997) 
- besitzt acht C-terminal gelegene BRCA1-
Motive (BRCT) 
- TopBP1 weist weitere Sequenzhomologien 
im C-Terminus zu BRCA1 auf 
- beide werden verstärkt in der S-Phase 
exprimiert und durch eine Kinase in 
Abhängigkeit von DNA-Schäden 
phosphoryliert 
- beide lokalisieren in nukleären 
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Ansammlungen nach γ-Bestrahlung (Yamane 
et al., 2003) 
 
- TopBP1 lolalisiert nach Bestrahlung in PML- 
Körperchen (Xu et al., 2003) 
- beide sind an DNA-Reparaturmechanismen 
und als Kontrollproteine bei DNA-
Replikationsvorgängen beteiligt (Yamane, 
2002; Mäkiniemi et al., 2001) 
K433 BC014664 
Nukleärer Rezeptor
(NRF2) 
 
- Transkriptionsregulator 
- diese Proteine gehören zu einer großen 
„Superfamilie“, die beim Menschen 48 
Mitglieder zählt (Robinson-Rechavi et al., 
2003) 
K754 BC007554.1 
Ubiquitin-
konjugierendes 
Enzym (E2S) 
 
- vermittelt den Transfer eines aktiven 
Ubiquitin-Proteins an ein weiteres Protein, 
welches dadurch für den Abbau im Proteasom 
markiert wird 
- durch die Ubiquitinierung kann die Zelle auf 
Proteinkonzentrationen und auf deren 
Funktionen Einfluss nehmen (Fang und 
Weissmann, 2004). 
 
Tab. 24: Einige interessante Interaktionspartner, die in dieser Arbeit näher charakterisiert  
                wurden. 
 
Da ich mich im Verlauf dieser Arbeit nicht auf alle isolierten cDNA-Klone 
konzentrieren und mit allen weitere Experimente durchführen konnte, habe ich mich 
dafür entschieden, die Interaktion zwischen K318 und Vimentin genauer zu 
analysieren . Die Analyse der cDNA-Sequenz von K318 in der NCBI-Datenbank 
ergab, dass es sich um ein Hitzeschock Protein aus der Familie der Hsp40-Proteine 
mit der Genbank-Nummer BC013044.2 handelte. Es ist ein DnaJA2-Homolog und 
wird als HIRIP4-Protein (HIRA-interacting-protein 4, Genbank-Nr.: AJ001309), dj3, 
cpr3, DNJ3 oder auch rdj2 bezeichnet. Aus folgenden Gründen fiel die Wahl auf 
dieses Protein: (1) Es wurde bereits beschrieben, dass ein Chaperon aus der Familie 
der kleinen Hsp-Proteine, das α-B-Crystallin, mit Desmin-IF interagiert (Nicholl und 
Quinlan, 1994). Bei Mutationen in diesem Gen kann es zur Ausbildung sogenannter 
„Desmin-related-myopathies“ (DMR) kommen (Vicart et al., 1998). Hierbei werden 
die Desminfilamente nicht korrekt gebildet oder können nicht als intaktes Geflecht 
ihre Funktion in den Muskelzellen ausüben. (2) Des weiteren wurde bereits publiziert, 
dass ein weiteres Chaperon aus der Familie der kleinen Hsp-Proteine, das Hsp27, 
mit Keratinfilamenten in MCF7-Zellen ko-lokalisiert (Perng et al., 1999). Und (3) 
wurde von Izawa und Kollegen 2000 ein Hsp40-Homolog (Mrj) ebenfalls in einem 
„Y2H-Screen“ identifiziert, das mit den Cytokeratinfilamenten CK8/18 spezifisch 
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interagiert und eine wichtige Rolle bei der Organisation der Cytokeratinfilamente zu 
spielen scheint (Izawa et al., 2000). Auf Grund dieser bereits veröffentlichten 
Ergebnisse erschien uns Klon 318, das Hsp40-Protein, ein äußerst interessanter und 
vielversprechender Kandidat zu sein, dessen Interaktion mit Vimentinfilamenten 
genauer untersucht werden sollte. 
 
 
5.3 Analyse der Interaktion von endogenem  
            Hitzeschock-Proteinen mit Strukturelementen des  
            Cytoskeletts in eukaryontischen Gewebekulturzellen 
 
5.3.1 In situ Zellfraktionierung von HeLa-Zellen 
 
Um zunächst eine genauere Vorstellung davon zu erhalten, in welchen Zell-
Fraktionen dieses Protein hauptsächlich vertreten war, und um zu analysieren, ob es 
sich in der Fraktion befand, in der sich auch Cytoskelett Proteine im Normalfall 
befinden, wurde eine in situ Zellfraktionierung (s. Methodenteil 4.2.4) mit 
anschließendem Immunblot (s. Methodenteil 4.2.2) durchgeführt. 
Diese Methode wurde entwickelt, um mögliche Cytoskelett-Proteine in 
Gewebekulturzellen näher zu charakterisieren (Herrmann H. und Wiche G., 1983). 
Sie beruht auf der Verwendung von zwei Pufferlösungen mit unterschiedlichen 
Detergenz- und Salzkonzentrationen. Mit dem ersten Puffer, dem sogenannten 
„Lysis-low“-Puffer (0,1% NP-40) wurden die Zell-Membranen von HeLa-Zellen 
aufgelöst und Membranproteine in lösliche Form überführt. Diese befanden sich dann 
mit den schön gelösten cytosolischen Proteinen in Probe 1 (Abb. 44). Auf die 
„geöffneten“ Zellen wurde dann der zweite Puffer, der sogenannte „Lysis-high“-Puffer 
mit 1% NP-40 und Nukleasen gegeben. Dadurch wurden alle Kernmembranen 
zerstört und die Nukleinsäuren zerlegt. Nach Zugabe von 1 M Salz gingen alle 
salzlöslichen Proteine in Lösung (Probe 2). Um nun salzlösliche von salzunlöslichen 
Proteinen zu trennen, wurde ein 15-minütiger Zentrifugationsschritt bei 13000 UpM 
angeschlossen. Aus dem Überstand mit den salzlöslichen Proteinen wurde eine 
Gelprobe für Probe 3 entnommen. Das Sediment wurde in einem geringen Volumen 
Harnstoff-Probenpuffer gelöst und ergab Probe 4. In dieser Fraktion befanden sich 
alle Cytoskelett Proteine, wie Vimentin, Keratine und Lamine. Das Ergebnis eines 
Immunblots mit den Proben 1-4 einer in situ Zellfraktionierung, hergestellt aus HeLa-
  Ergebnisse 148 
Zellen wurde in Abbildung 44 dargestellt. Für die Durchführung dieses Immunblots 
wurde ein Antikörper gegen das Hsp40-Protein (Stressgene) verwendet. Die HeLa-
Zellen wurden vor der Präparation bei 37°C oder für 35 min bei 44°C gehalten und 
dadurch ein Hitzestress induziert. Nachdem die Zellen für 5 h wieder bei 37°C 
kultiviert und in dieser Zeit die Expression des Hsp40-Proteins verstärkt wurde, 
konnten sie ebenfalls fraktioniert werden. Als Positivkontrolle wurde ein 
Gesamtprotein-Extrakt aus HeLa-Zellen mit aufgetragen. In den nicht-gestressten 
Zellen konnte beobachtet werden, dass ein Grossteil des Proteins gelöst in der Zelle 
vorlag und sich nach dem ersten Extraktionsschritt in Probe 1 befand (Abb. 44). Ein 
geringerer Teil wurde aus den Zellkernen isoliert (Probe 2). In Probe 4, in der sich die 
salzunlöslichen Cytoskelett Proteine befanden, war ebenfalls ein deutliches Signal 
des α-Hsp40 Antikörpers zu erkennen. Bei den Signalen des Immunblots, die von 
Proben hitzegestresster HeLa-Zellen erzeugt wurden, war eine Signalverstärkung zu 
beobachten. Dies sprach dafür, dass das Hsp40 nach dem induzierten Hitzeschock 
in den Zellen und ins besondere im Zellkern in größerer Menge vorlag. Der Anteil an 
Hsp40-Protein, das in Probe 4 vorkam, war ebenfalls erhöht.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 44: Immunblot mit den Proben einer in situ Zellfraktionierung, hergestellt aus HeLa-Zellen 
die zuvor bei 37°C oder nach Hitzeschock gehalten wurden.  
Detektion mit dem α-Hsp40 Antikörper. Spur 1: Proteine gelöst im „Lysis-low“-Puffer, Spur 2 
Proteine gelöst im „Lysis-high“-Puffer und nach Zugabe von 1M NaCl, Spur 3 Überstand nach 
Zentrifugation für 15 min bei 13000 UpM. Das Sediment wurde in Harnstoff-Probenpuffer 
aufgenommen (Spur 4). In der Spur HeLa-Lysat wurde ein Gesamt-Protein-extrakt aus HeLa-
Zellen als Positivkontrolle mit aufgetragen. Exposition 30 sec. 
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5.3.2 Hsp40 Lokalisation nach differentieller Extraktion 
 
Die Lösungseigenschaften von Proteinen können durch Änderungen der 
Ionenstärke, des pH-Wertes, der Temperatur, durch Zugabe wasserlöslicher 
organischer Lösungsmittel oder einer Kombination verschiedener Faktoren verändert 
werden. Am gebräuchlichsten ist dabei die Verwendung neutraler Salze. Durch die 
Erhöhung der Salzkonzentration im Extraktionspuffer können Proteinbindungen 
aufgrund ionischer Wechselwirkungen gelöst werden. Je mehr Salz dazu notwendig 
ist, desto stärker ist die Bindung zwischen Proteinen. 
 
5.3.2.1 Biochemische Untersuchung 
Nach Inkubation von HeLa-Zellen in einem Puffer mit geringer 
Detergenzkonzentration (0,05% NP-40 im „Lysis-low“-Puffer ohne EGTA) d.h. dem 
Permeablisieren der Zellmembran und Herauslösen des cytosolisch gelösten Hsp40-
Proteine und anschließender Inkubation mit verschiedenen Salzkonzentrationen, 
konnte das Protein weiter aus der Zelle isoliert werden (s. Methodenteil 4.2.5). Es 
musste zuvor in der Zelle gebunden worden und durch die Erhöhung der 
Salzkonzentration weiter in Lösung gegangen sein. In ähnlicher Weise gelang es 
eine Myosin-Kinase (MLCK) von Aktinfilamenten zu lösen (Holzapfel et al., 1983). 
Hierzu wurden Triton-behandelte 3T3 Maus-Fibroblasten verwendet, in denen durch 
die Erhöhung der Salzkonzentration schrittweise die Myosin-Kinase von den 
Aktinfilamenten gelöst wurde.  
Ein Immunblot mit den Proben einer differentiellen Extraktion von HeLa-Zellen und 
einem Antikörper gegen Hsp40 Proteine ist in Abbildung 45 zu sehen. Die HeLa-
Zellen, welche für dieses Experiment verwendet wurden, wurden bei 
Normalbedingungen gehalten und zuvor nicht gestresst. Sie wurden in „Lyisis-low“-
Puffer mit 0,05% NP-40 ohne EGTA für 8 min bei RT inkubiert. Vom Überstand 
wurde eine Gelprobe entnommen (Spur NP-40 Zugabe). Nach kurzem Spülen der 
Zellen mit demselben Puffer ohne Detergenz wurden verschiedene 
Salzkonzentrationen ausgetestet. Hierzu wurden jeweils verschiedene 2-ml 
Gewebekulturschalen verwendet, in denen sich dieselbe Zellzahl an HeLa-Zellen 
befand. Die permeabilisierten Zellen wurden 5 min mit dem salzhaltigen Puffer 
inkubiert, der Überstand abgenommen, kurz zentrifugiert, vom Überstand eine 
Gelprobe entnommen und diese mittels eines Immunblots auf die Menge an Hsp40-
Protein analysiert. Zur Kontrolle wurde eine Schale mit Puffer ohne Salz behandelt 
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(Spur: ohne Salz). An dem Immunblot konnte erkannt werden, dass sich ohne Salz 
nur ein geringer Anteil des Hsp40-Proteins herausgelöst hatte. Nach Salzzugabe von 
60 mM NaCl ging jedoch eine erhebliche Menge Hsp40 in Lösung. Bei einer 
Salzzugabe von 3 M NaCl konnte nicht mehr Protein in Lösung gebracht werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 45: Immunblot mit den Proben einer differentiellen Extraktion, hergestellt aus HeLa-Zellen 
die zuvor bei 37°C gehalten wurden. 
Detektion mit dem α-Hsp40 Antikörper. HeLa Zellen gewachsen in einer 2 ml-
Gewebekulturschale wurden mit „Lysis-low“-Puffer (0,05% NP-40 ohne EGTA) inkubiert. Der 
Überstand abgenommen und zentrifugiert (Spur NP-40 Zugabe). Dann wurden die so 
behandelten Zellen mit verschiedenen Salzkonzentrationen inkubiert (neue 
Gewebekulturschale pro Salzkonzentration); die Überstände abgenommen, zentrifugiert und 
auf ein 15%iges Kornberg-Proteingel geladen. Exposition 4 min. 
 
 
5.3.2.2 Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von extrahierten HeLa-
Zellen 
Um nun zu analysieren wie diese differentiell extrahierten Zellen Fluoreszenz-
mikroskopisch aussahen, wurden HeLa-Zellen zuvor auf Glasplättchen ausgesät, 
eine Extraktion wie im Methodenteil (4.2.5) beschrieben durchgeführt, die 
extrahierten Zellen auf den Glasplättchen PFA-fixiert und eine Ko-Immunfluoreszenz 
(Ko-IMF)-Färbung angeschlossen. Zur Kontrolle wurden HeLa-Zellen mit dem „Lysis-
low“-Puffer (0,05% NP-40 ohne EGTA) inkubiert aber auf die Salzzugabe verzichtet 
(Abb. 46 A-D). Zellen nach Inkubation mit 3M NaCl wurden in Abbildung 46 (E-H) 
gegenübergestellt. Die Vimentinfilamente wurden in beiden Fällen mit dem 3B4 
Antikörper immun-detektiert (B und F). Da es sich bei Vimentin um ein salzstabiles 
Protein handelt, konnten auch nach Inkubation mit 3M NaCl noch intakte 
Filamentnetzwerke beobachtet werden (F); selbst nach dieser hohen 
Salzkonzentration waren noch Hsp40-Proteine in den differentiell extrahierten Zellen 
und auf den Vimentinfilamenten zu beobachten (gelbe Signale in G).  
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 Abb. 46:  
 
Ko-Immunlokalisation von 
endogenem Hsp40 und 
Vimentinfilamenten in 
HeLa-Zellen nach einer 
differentiellen Extraktion. 
(A)-(D) zeigen HeLa-
Zellen, welche mit dem 
„Lysis-low“-Puffer (0,05% 
NP-40 ohne EGTA) 
inkubiert, aber ohne Salz 
behandelt wurden. Die 
Zellen in (E)-(H) wurden 
mit 3M NaCl inkubiert. (A) 
und (E) Immunlokalisation 
mit dem α-Hsp40 
Antikörper. (B) und (F) 
Immunlokalisation mit dem 
3B4 Antikörper. (C) die 
Übereinanderlagerung von 
(A) und (B); (G) von (E) 
und (F). (D) und (H) zeigen 
die mit Hoechst 33342 
gefärbte DNA der 
entsprechenden Zellen. 
Konfokale Einzelbilder. 
Formaldehyd-Fixierung.  
Eichbalken: 10 µm 
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5.3.3 Einfluss von Colcemid auf die Struktur der Vimentin- 
              filamente und die endogene Verteilung von Hsp40 
 
Bei Colcemid, einem synthetischen Analog von dem Alkaloid der Herbstzeitlosen, 
Colchizin, handelt es sich wie bei Nocodazol um ein Gift, das bei der Bildung von 
Mikrotubulifilamente (MT-Filamente) eingreift. Beide verhindern den MT-
Zusammenbau, indem sie an Tubulin-Dimere binden und dadurch deren Affinität zu 
einem bestehenden wachsenden MT-Ende verringern. Somit können MT-Filamente 
an ihren wachsenden Enden nicht verlängert werden, zerfallen aber an ihren 
anderen Ende in ihre Untereinheiten, den Tubulin-Proteinen. Somit nimmt die Anzahl 
an MT-Filamenten stetig ab (Ray et al., 1984; Luduena et al., 1991 und Jordan et al., 
1992). Nach einer Inkubation von 24 h mit 10-6 M Colcemid waren in den 
behandelten Zellen nur noch Tubulin-Untereinheiten zu erkennen (Abb. 47 H). Da 
bekannt ist, dass Vimentinfilamente über verschiedenste cytoplasmatische 
Brückenproteine, wie z.B. Plectin mit den MT-Filamenten verbunden sind (Wiche G. 
et al., 1982), hat der MT-Zerfall auch einen Einfluss auf das Vimentinnetzwerk. 
Dieses lagert sich bei der Behandlung von HeLa-Zellen mit Colcemid um den 
Zellkern herum (B und E) und war nicht mehr als die ganze Zelle durchziehendes 
Netzwerk zu erkennen (Vergleich mit Abb. 49 E).  
Um nun zu analysieren, ob das Hsp40-Protein als potentieller Interaktionspartner von 
Vimentin ebenfalls eine Umverteilung erfuhr, wurden HeLa-Zellen auf Glasplättchen 
ausgesät, die Zellen mit Colcemid vergiftet, PFA-fixiert und eine Ko-
Immunfluoreszenz-(IMF)-Färbung mit Antikörper gegen Vimentin und Hsp40 
angeschlossen (Abb. 47 A-F). In manchen Zellen konnte eine Verlagerung der 
Hsp40-Proteine beobachtet werden (A-C), wohingegen in anderen Zellen keine klare 
Aussage zu treffen war. In allen Zellen konnte jedoch beobachtet werden, dass die 
Hsp40-Expression im Vergleich zum nicht-gestressten Zustand heraufreguliert wurde 
(ohne Abbildung). Dies lag wohl daran, dass die Zellen das Colcemid ebenfalls als 
Stressfaktor empfanden und darauf reagierten. Aufgrund dieser verstärkten Hsp40-
Expression konnte nicht in allen Zellen eine Umverteilung des Proteins beobachtet 
werden (D-F). 
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Abb. 47: Ko-Immunlokalisation von endogenem Hsp40 und Vimentinfilamenten in HeLa-Zellen 
nach Vergiftung der Zellen mit Colcemid. 
(A)-(F) zeigen HeLa-Zellen nach einer Inkubationsphase von 24 h mit 10-6 M Colcemid 
(Biochrom) im Medium. (A), (D) und (G) Immunlokalisation mit dem α-Hsp40 Antikörper, (B) 
und (E) Markierung von Vimentinfilamenten mit dem 3B4 Antikörper. (C) die 
Übereinanderlagerung von (A) und (B); (F) von (D) und (E). In (H) wurden zur Kontrolle mit 
dem anti-α-Tubulin Antikörper die depolimerisierten Mikrotubuli markiert. (I) 
Übereinanderlagerung von (G) und (H). Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. 
Eichbalken: 10 µm. 
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5.3.4 Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von  
              endogenem Hsp40 und Vimentinfilamenten in  
              hitzegestressten und ungestressten humanen  
              Gewebekulturzellen 
 
Um eine Interaktion zwischen dem Hsp40-Protein und Vimentinfilamenten in 
Gewebekulturzellen zu analysieren, wurde in verschiedenen Zell-Linien im 
hitzegestressten- und ungestressten Zustand die endogene Proteinverteilung beider 
Proteine durch Ko-IMF-Färbung untersucht.  
Zunächst wurde die Lokalisation dieser Proteine in humanen Fibroblasten Zell-Linien 
wie SV80-Zellen (Abb. 48 A-C) oder Wi38-Zellen (D-L) analysiert.  
Bei den SV80-Zellen handelt es sich um eine Fibroblasten Zell-Linie, die mit dem 
SV40 Virus transformiert und dadurch immortalisiert wurde. Diese Zellen exprimieren 
das SV40 T Antigen (Todaro et al., 1966). 
Fibroblasten sind erheblich größer als HeLa-Zellen und repräsentieren einen Zelltyp, 
der vom mesodermalen Gewebe abstammt und auf die Expression von 
Vimentinfilamenten spezialisiert ist (Franke et al., 1982a und Lane et al., 1983). 
Somit schienen sie geeignet für diese Art von Analyse. In ungestressten SV80-Zellen 
wurden die endogenen Vimentinfilamente mit einem Meerschweinchenserum V2 
detektiert (B). In (C) wurden durch die gelben Signale und die weißen Pfeile in (A) 
und (B) verdeutlicht, in welchen Bereichen das Hsp40-Protein mit den 
Vimentinfilamenten ko-lokalisierte. In den Wi38-Zellen ergab sich ein ähnliches Bild. 
Sowohl im ungestressten Zustand (D-F) als auch im hitzegestressten Zustand (G-L) 
konnte eine partielle Ko-Lokalisation zwischen dem Hsp40-Protein und den 
Vimentinfilamenten beobachtet werden (gelbe Signale in F, I und L). In einigen 
Bereichen, in denen die Vimentinfilamente als Bündel zu erkennen waren, konnten 
auch Hsp40-Bündel beobachtet werden (weiße Pfeile in G und H). Bei stärkerer 
Vergrößerung konnten auch einzelne Vimentinfasern detektiert werden, die 
stellenweise mit dem Hsp40-Protein dekoriert waren (Pfeilköpfe in J und K).   
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Abb. 48: Ko-Immunlokalisation von endogenem Hsp40 und Vimentinfilamenten in 
verschiedenen humanen Fibroblasten Zell-Linien. 
(A)-(C) SV80 Zelle, (D)-(L) Wi38-Zellen. (A), (D), (G) und (J) Immunlokalisation mit dem α-
Hsp40 Antikörper; (B) und (E) Markierung von Vimentinfilamenten mit dem 3B4 Antikörper; 
(H) und (K) mit dem V2 Antikörper. (C) die Übereinanderlagerung von (A) und (B); (F) von (D) 
und (E); (I) von (G) und (H) und (L) von (J) und (K). Die Pfeile in (A), (B), (G) und (H) 
markieren Vimentinfilamentstänge, die mit dem Hsp40-Protein dekoriert sind und gemeinsame 
Bereiche im Cytoplasma der Zellen einnehmen. Die Pfeilköpfe in (J) und (K) zeigen auf 
feinere Vimentinbündel, bei denen genauer zu erkennen ist, das sie lokal mit dem Hsp40-
Protein dekoriert sind. Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
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In anderen Zelltypen, die keinen mesodermalen Ursprung hatten, trotzdem aber 
Vimentinfilamentnetzwerke ausbildeten ergab sich ein ähnliches Bild. Sowohl in 
ungestressten HeLa-Zellen (Abb. 49 A-C) als auch in hitzegestressten HeLa-Zellen 
(D-F) konnte eine partielle Ko-Lokalisation von Vimentinfilamenten mit Hsp40-
Proteinen beschrieben werden. Der Phänotyp der Zelle, welche in Abbildung 49 (A-
C) dargestellt wurde, entspricht nicht dem einer typischen HeLa-Zelle. Diese Zelle ist 
sehr viel größer als eine „normale“ HeLa-Zelle und deren Vimentinfilamente zeigen 
eine untypische Anordnung. Normalerweise sind sie nicht so symmetrisch strukturiert 
und gleichen eher der Verteilung in (E). Zur Verdeutlichung der Proteinverteilung von 
Hsp40-Proteinen und den Vimentinnetzwerken war sie jedoch ein gutes Beispiel. 
Betrachtete man die Lokalisation der Hsp40-Proteine (Pfeil in A), konnte eine 
Aussage über die Lage der Vimentinfilamentbündel gemacht werden (Pfeil in B). Die 
hitzegestresste HeLa-Zelle wies auch eine starke Hsp40-Proteinexpression im 
Zellkern auf (D). Dies war aber nicht in allen hitzegestressten Zellen zu beobachten. 
In einigen nicht gestressten Zellen trat ebenfalls eine erhöhte Proteinexpression im 
Zellkern auf (ohne Abbildung). Dieses Phänomen schien unabhängig von der Art des 
Zelltyps und der angewandten Stressart zu sein. In der hitzegestressten HeLa-Zelle 
(D-F) konnte im Cytoplasma eine starke Ko-Lokalisation in kernnahen Bereichen und 
eine partielle Ko-Lokalisation entlang einzelner Vimentinfilamentbündel (Pfeilkopf in 
D und E) beobachten werden. Eine ähnliche Beobachtung ließ sich auch in PLC-
Zellen (G-I) machen. Diese partielle Ko-Lokalisation war unabhängig davon, ob die 
Zelle gestresst wurde oder nicht. 
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Abb. 49: Ko-
Immunlokalisation 
von endogenem 
Hsp40 und 
Vimentinfilamenten 
in verschiedenen 
humanen Zell-Linien 
bei 37°C und nach 
Hitzeschock. 
(A)-(F) HeLa-Zellen, 
(G)-(I) PLC-Zellen. 
(A)-(C) HeLa-Zellen 
gehalten bei 37°C; 
(D)-(F) und (D’)-(F’) 
nach Hitzeschock 
44°C für 30 min. (A), (D), (D’) und (G) Immunlokalisation von endogenem Hsp40 mit dem 
Antikörper α-Hsp40; (B), (E), (E’) und (H) Markierung von Vimentinfilamenten mit dem 
Antikörper 3B4. (C) Übereinanderlagerung von (A) und (B); (F) von (D) und (E); (F’) von (D’) 
und (E’) und (I) von (G) und (H). Bei (D’), (E’) und (F’) handelt es sich um vergrößerte 
Ausschnitte von (D), (E) und (F). Die Pfeilköpfe in diesen Bildern markieren einzelne 
Vimentinfilamentbündel, die lokal mit Hsp40-Proteinen dekoriert sind.  
Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
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5.3.5 Immun-Elektronenmikroskopische Analyse von Hsp40- 
             dekorierten Vimentinfilamenten 
 
Um eine Ko-Lokalisation zwischen Vimentinfilamenten und Hsp40-Proteinen auf 
ultrastruktureller Ebene genauer untersuchen zu können, wurde eine immun-
elektronenmikroskopische Analyse von Hsp40-dekorierten Vimentinfilamenten 
durchgeführt. Hierzu wurden HeLa-Zellen PFA-fixiert und mit einem Hsp40 
Antikörper eine Immunlokalisation durchgeführt. Zur Detektion des Proteins wurde 
ein Sekundärantikörper verwendet, welcher mit 10 nm großen Goldkugeln assoziiert 
war. Nach einer Silberverstärkung der Präparate markierten die Goldkugeln als 
dichte Strukturen die Position der Hsp40-Proteine in der Zelle. Die Goldkugeln waren 
im Elektronenmikroskop (EM) als schwarze Punkte zu erkennen (rote Pfeile in Abb. 
50). Bei einer Vergrößerung von 24000x waren die Vimentinfilamente als haarig feine 
Strukturen zu erkennen. Entlang dieser Strukturen waren Goldkugeln zu finden. 
Entsprechend der immunfluoreszenzmikroskopischen Betrachtungen dekorierten die 
Goldkugeln die Filamente nur partiell. Sie waren aber auch mit anderen zellulären 
Strukturen assoziiert. Neben den Vimentinfilamenten wurden auch Keratinfilamente 
in der gleichen Weise von dem Hsp40-Protein dekoriert (Pfeilkopf in Abb. 50). Die 
Keratinfilamente bildeten dickere Bündel aus. Diese Beobachtung deckte sich 
ebenfalls mit einer immunfluoreszenzmikroskopischen Betrachtungen, die im 
Folgenden im Ergebnisteil (5.3.6) beschrieben wird. Die Herstellung der immun-
elektronenmikroskopischen Präparate wurde von Jutta Bulkescher (DKFZ, 
Heidelberg) durchgeführt.  
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Abb. 50: Immun-Elektronenmikroskopische Analyse von Hsp40-dekorierten Vimentinfilamenten 
in HeLa-Zellen 
Die roten Pfeile markieren Hsp40-dekorierte Vimentinfilamente. Der rote Pfeilkopf hingegen 
markiert ein Cytokeratinbündel an dem ebenfalls Hsp40-Proteine zu finden sind 
(Vergrößerung 24000x). 
 
 
5.3.6 Untersuchung der Interaktion von endogenem Hsp40 mit  
              Cytokeratinfilamenten 
 
Da bereits eine Interaktion zwischen Cytokeratinfilamenten mit einem anderen 
Hitzeschockprotein, dem Hsp27 in MCF7-Zellen beschrieben wurde (Perng et al., 
1999), sollte überprüft werden, ob auch eine Interaktion von Cytokeratinfilamenten 
mit dem Hsp40-Protein zu beobachten wäre. Hierzu wurden MCF7-Zellen (Abb. 51 
A-C) und PLC-Zellen (D-F) auf Glasplättchen ausgesät, eine PFA-Fixierung 
durchgeführt und eine Ko-IMF-Färbung angeschlossen. Es wurde die endogene 
Hsp40- (grün) und die endogene Cytokeratin 8/18- (rot) Proteinverteilung in diesen 
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Zellen analysiert. Die Cytokeratinfilamente bildeten dickere Filamentbündel als 
Vimentinfilamente aus. Besonders schön kann ein solches Cytokeratinnetzwerk in 
(E) betrachtet werden. Es ließ sich allerdings nur eine partielle Ko-Lokalisation 
zwischen den Cytokeratinnetzwerken und dem Hsp40-Proteinen beobachten (Pfeil in 
A und B). Sie glich der Ko-Lokalisation von Hsp40 mit den Vimentinfilamenten; 
konnte allerdings nicht mit der von Hsp27 und den Cytokeratinnetzwerken verglichen 
werden. In diesem Fall konnte nach der IMF-Färbung von Hsp27 das Bild eines 
komplexen Cytokeratinnetzwerks beschreiben werden (ähnlich wie in (E) sowie Abb. 
52 (G)).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 51: Ko-Immunlokalisation von endogenem Hsp40 und Keratinfilamenten in verschiedenen 
humanen Zell-Linien. 
(A)-(C) MCF7-Zellen, (D)-(F) PLC-Zellen. (A) und (D) Immunlokalisation von endogenem 
Hsp40 mit dem Antikörper α-Hsp40. (B) Immunlokalisation von Keratinfilamenten mit dem 
Antikörper α-Cytokeratin 8/18 (18.8.1) in (E) mit dem Antikörper Lu5. (C) übereinander 
gelagertes Bild von (A) und (B); (F) von (D) und (E). Der Pfeil in (A) und (B) zeigt auf 
Keratinfilamentbündel, die ebenfalls teilweise mit dem Hsp40-Protein dekoriert sind.  
Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
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5.3.7 Ko-Immunlokalisation von endogenem Hsp40, Hsp27 und  
              Cytokeratinfilamenten in verschiedenen humanen  
              Zell-Linien 
 
Als nächstes sollte analysiert werden, ob das Hsp40-Protein mit dem Hsp27-Protein 
in Gewebekulturzellen ko-lokalisierte. Hierzu wurde die endogene Verteilung beider 
Proteine in HeLa-Zellen mit Hilfe einer IMF-Färbung untersucht (Abb. 52 A-C). Beide 
Proteine schienen im Cytoplasma der HeLa-Zelle gleiche Bereiche einzunehmen und 
dort miteinander zu ko-lokalisieren. Da das Hsp27-Protein nicht im Kern exprimiert 
wurde (B), wie das Hsp40-Protein, kam es dort zu keiner Übereinanderlagerung (C). 
Die nächste Frage, die beantwortet werden sollte war, ob das Hsp27-Protein auch 
mit Vimentinfilamenten lokalisieren würde. Da bekannt war, dass es mit Cytokeratin-
filamenten ko-lokalisiert sollte mit Hilfe einer IMF-Färbung untersucht werden, ob mit 
Vimentinfilamenten ebenfalls eine Übereinanderlagerung zu beobachten sein würde. 
Hierzu wurde die endogen Verteilung von Hsp27 und Vimentinfilamenten in PLC-
Zellen analysiert (Abb. 52 D-F und G-I). Ähnlich wie bei der partiellen Ko-Lokalisation 
von Hsp40 mit Vimentinfilamenten war Hsp27 nur lokal auf den Vimentinfilamenten 
zu finden. Durch Immundetektion mit dem α-Hsp27 Antikörper war der Verlauf der 
Cytokeratinfilamente wie im Ergebnisteil (5.3.6) sowie in (Perng et al., 1999) 
beschrieben, zu beobachten (G). 
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Abb. 52: Ko-Immunlokalisation von endogenem Hsp40, endogenem Hsp27 und Vimentin-
filamenten in verschiedenen humanen Zell-Linien. 
(A)-(C) Ko-Immunlokalisation von endogenem Hsp40 und Hsp27 in HeLa-Zellen. (A) 
Immundetektion von endogenem Hsp40 mit dem Antikörper α-Hsp40; (B) Immundetektion von 
endogenem Hsp27 mit dem Antikörper α-Hsp27 (ER-D5). (C) Übereinanderlagerung der 
entsprechenden Einzelbilder. (D)-(I) Ko-Immunlokalisation von endogenem Hsp27 und 
Vimentinfilamenten in PLC-Zellen. (D) und (G) Immundetektion von endogenem Hsp27 mit 
dem Antikörper α-Hsp27 (ER-D5); (E) und (H) von Vimentinfilamenten mit dem Antikörper V4. 
(F) und (I) Übereinanderlagerung der entsprechenden Einzelbilder. Konfokale Einzelbilder. 
Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
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5.3.8 Analyse der Hsp40- und Vimentinverteilung während der  
              Mitose 
 
Als nächstes sollte die Proteinverteilung von Hsp40 und die von Vimentin während 
der Mitose in verschiedenen Gewebekulturzellen betrachtet werden. Hierzu wurden 
HeLa-Zellen und MCF7-Zellen in der Mitose arretiert, PFA-fixiert und eine Ko-IMF-
Färbung durchgeführt (Abb. 53 A-J). Zur Analyse wurden konfokale Einzelschnitte 
mit dem Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen. Die mitotische HeLa-Zelle wurde 
in der Metaphase der Mitose getroffen (A-E). Das endogene Hsp40-Protein konnte in 
der gesamten mitotischen Zelle beobachtet werden (A). Das Vimentinnetzwerk blieb 
bei HeLa-Zellen in der Mitose intakt und legte sich um den Spindelapparat (B). Diese 
Tatsache wurde schon 1985 von J.C.R. Jones und Kollegen beschrieben (Jones et 
al., 1985). Ähnliche Beobachtungen wurden auch bei anderen Gewebekulturzellen 
wie in CHO-Zellen (Chou et al., 2003) und in Ptk-2 Epithelzellen (Aubin et al., 1980) 
gemacht. 
Die kondensierten Chromosomen waren schön in der Metaphasenebene zu 
erkennen und wurden durch den Farbstoff Hoechst 33342 sichtbar gemacht (D). Das 
Hsp40 schien mit dem Vimentinnetzwerk auch während der Mitose partiell zu ko-
lokalisieren (E). Die Chromosomen blieben davon ausgeschlossen. 
Ein ähnliches Bild ergab sich bei der mitotischen MCF7-Zelle (F-J). Auch hier konnte 
beobachtet werden, dass sich das Hsp40-Protein im innern der mitotischen Zelle 
befand und sich sogar um die konsensierten Chromosomen legte (J). In der äußeren 
angeschnitten „Hülle“ war zu erkennen, dass das Hsp40-Protein mit den noch 
intakten Vimtentinfilamenten assoziiert vorlag (weißer Pfeil in F und G). 
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Abb. 53: Ko-Immunlokalisation von endogenem Hsp40 und Vimentin in verschiedenen 
humanen Zell-Linien während der Mitose. 
(A)-(E) HeLa-Zelle, (F)-(J) MCF7-Zelle. (A) und (F) Immunlokalisation von endogenem Hsp40 
mit dem Antikörper α-Hsp40. (B) und (G) Immunlokalisation von humanem Vimentin mit dem 
Antikörper 3B4. (C) und (H) die Übereinanderlagerung der entsprechenden Einzelbilder, (D) 
und (I) DNA gefärbt mit dem Hoechst 33342-Farbstoff. (E) und (J) Übereinanderlagerung aller 
entsprechender Einzelbilder. Die Pfeile in (F) und (G) markieren Bereiche in der mitotischen 
MCF7-Zelle die von beiden Proteinen eingenommen werden.  
Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
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5.3.9 Interaktion zwischen Hsp40 und ektopisch exprimierten  
              Xl-Vimentin in humanen Gewebekulturzellen 
 
Einige Gewebekulturzellen, wie z.B. SW13-F8 Zellen oder MCF7-Zellen exprimieren 
kein endogenes Vimentin (Hedberg et al., 1986; Soule et al., 1973). Somit waren sie 
dafür geeignet, nach Transfektion entsprechender Konstrukte ektopisch im Zellkern 
oder im Cytoplasma Vimentinproteine zu exprimieren. SW13-Zellen wurden stabil mit 
einem Konstrukt transfiziert, welches Xl-NLS-Vimentin im Zellkern exprimieren ließ 
(Herrmann et al., 1993). Dieses Protein wurde dort in sogenannten „artificial nuclear 
bodies“ abgelagert (Abb. 54 B und E). Mit Hilfe dieser „artificial nuclear bodies“ sollte 
nun eine Interaktion zwischen kernständigem Hsp40 (A und D) und ektopisch im 
Zellkern exprimiertem Vimentin untersucht werden. Nach Durchführung einer Ko-
IMF-Färbung von SW13-Zellen des Subklons 11E konnte keine direkte Ko-
Lokalisation zwischen beiden Proteinen beobachtet werden (C). Einige „artificial 
nuclear bodies“ wurden durch weiße Pfeile in (A) und (B) markiert. In (D-F) wurden 
diese Aggregate vergrößert aufgenommen. Es war zu erkennen, dass deren Rand 
von Hsp40 Proteinen umgeben war. Die Hsp40 Proteine umhüllten die Xl-NLS-
Vimentin Aggregate. In deren Randbezirke konnte eine Übereinanderlagerung der 
Signale beider Proteine beobachtet werden. Weiße Pfeile in (F) markieren zwei 
solche Aggregate, deren Lage durch schwarze Sterne in (D) angezeigt werden. Bei 
genauer Betrachtung von (D) war ihre Position zwischen den Hsp40 Proteinen zu 
erkennen.  
MCF7-Zellen wurden transient mit einem Konstrukt transfiziert, welches die 
Expression von Xl-Vimentin im Cytoplasma ermöglichte. Bei diesem Konstrukt 
handelte es sich um das Xl-Vimentin im p163/7-Vektor. Da dieses Protein keine NLS-
Sequenz enthielt wurde es nicht in den Zellkern transportiert, sondern im Cytoplasma 
in sogenannten Organisationszentren abgelagert (Herrmann et al., 1993). Diese 
waren nur in Zellen zu beobachten, die bei 37°C kultiviert wurden. Nach einer 
Temperaturerniedrigung auf 28°C wuchsen daraus komplexe Vimentinfilament-
netzwerke aus (ohne Abbildung). Diese cytoplasmatischen Xl-Vimentin Aggregate 
wurden ebenfalls von cytoplasmatischen Hsp40 Proteinen umhüllt, ähnlich den 
nukleären Aggregaten. Es wurde auch in diesem Fall eine randständige, partielle Ko-
Lokalisation beobachtet (weiße Pfeile in G und H). 
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Abb. 54: Ko-Immunlokalisation von endogenem Hsp40 und ektopisch exprimiertem Xl-Vimentin 
in verschiedenen humanen Zell-Linien. 
(A)-(F) SW13-Zellen Subklon 11E, (G)-(I) MCF7-Zelle. (A), (D) und (G) Immunlokalisation von 
endogenem Hsp40 mit dem Antikörper α-Hsp40. (B). (E) und (H) Immunlokalisation von 
ektopisch exprimiertem Xl-Vimentin mit dem Antikörper 3B4. (C), (F) und (I) die 
Übereinanderlagerung der entsprechenden Einzelbilder. Die Pfeile in (A) und (B) markieren 
Xl-NLS-Vimentin Aggregate im Zellkern einer SW13-Zelle. Diese sind in (E) und (F) stark 
vergrößert dargestellt. In (F) weisen die Pfeile auf die „Umhüllung“ der Xl-NLS-Vimentin 
Aggregate mit dem Hsp40-Proteinen. In (G)-(I) wurde das Xl-Vimentin in MCF7-Zellen 
ektopisch im Cyoplasma exprimiert. Auch hier wird das Protein in Aggregate abgelagert (H) 
die von dem endogenen Hsp40-Proteinen umhüllt werden (Pfeile in (G) und (H)). Konfokale 
Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm, ansonsten angegeben. 
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Die Interaktion zwischen Hsp40 Proteinen und Vimentin im Zellkern von SW13-Zellen 
wurde auch in einem weitern Subklon analysiert. Hierbei handelte es sich um einen 
stabil mit den Xl-NLS-Vimentin-GFP / Xl-NLS-Vimentin- Konstrukten transfizierten 
Klon, der C8/299P/1/1/B4 bezeichnet wurde (Reichenzeller et al., 2000). Bei 37°C 
waren die „artificial nuclear bodies“ im Zellkern zu erkennen (Abb. 55 B). Hierbei 
handelte es sich um GFP-markierte Aggregate. Aus diesem Grund wurden die Hsp40 
Proteine in rot dargestellt (A). Auch in diesem Fall konnte keine Ko-Lokalisation 
zwischen beiden Proteinen beobachtet werden (C). Erfolgte eine 
Temperaturerniedrigung auf 28°C wuchsen aus den „artificial nuclear bodies“ kabel-
ähnliche Vimentinfilamente aus (E) (Herrmann et al., 1993; Bridger et al., 1998; 
Herrmann und Lichter, 1999). Allerdings konnte an ihnen ebenfalls keine Ko-
Lokalisation mit den Hsp40 Proteinen beschrieben werden. An einigen wenigen 
Stellen im Zellkern war der Verlauf dieser kabel-ähnlichen Filamente auch in der 
Hsp40-Ansicht zu beobachten (weiße Pfeile in D und E). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 55: Immunlokalisation von endogenem Hsp40 und fluoreszenzmikroskopische 
Darstellung von Xl-NLS-Vimentin-GFP in der stabil-transfizierten SW13-Zell-Linie 
Subklon C8/200P/1/1/B4 bei 37°C und 28°C. 
(A) und (D) Immunlokalisation von endogenem Hsp40 mit dem Antikörper α-Hsp40. (B) und 
(E) fluoreszenzmikroskopische Darstellung von Xl-NLS-Vimentin-GFP; (B) bei 37°C und (E) 
bei 28°C. Die Pfeile in (E) markieren die aus den Xl-NLS-Vimentin-GFP Aggregaten 
ausgewachsenen Filamentbündel. In (D) ist allerdings nur eine leichte Veränderung der 
Hsp40-Proteinverteilung zu beobachten. Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. 
Eichbalken: 10 µm. 
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5.3.10 Interaktion zwischen Hsp40-CFP und Xl-NLS-Vimentin-YFP 
5.3.10.1 Lebendzellbeobachtung 
Um die Verteilung und Dynamik von Proteinen in vivo unmittelbar unter dem 
Mikroskop betrachten zu können, mussten diese Proteine als CFP- oder YFP-
Fusionsproteine kloniert und in Zellen transfiziert werden. In diesem Fall wurden 
HeLa-Zellen zunächst mit dem Hsp40-CFP Konstrukt transfiziert. 24 h später erfolgte 
die Transfektion mit dem zweiten Konstrukt, dem Xl-NLS-Vimentin-YFP. Es sollten 
nicht beide Konstrukte gleichzeitig transfiziert werden, da bereits beschrieben wurde, 
dass sich die fluoreszierenden Einheiten der Fusionsproteine untereinander 
austauschen können (Bestvater et al., 2002). Die transfizierten Zellen wurden in 
diesem Fall in DMEM-Medium ohne Phenolrot inkubiert, da dieser Farbindikator eine 
Eigenfluoreszenz-Anregung besitzt, der bei der Detektion der Fluoreszenzemission 
von ECFP- und EYFP-Fusionsproteinen stört (s. Methodenteil 4.7). Eine doppelt-
transfizierte Zelle wurde vor Induktion eines Hitzeschocks aufgenommen (Abb. 56 A). 
Anschließend wurde unmittelbar am Mikroskop für 2 min ein Hitzeschock bei 50°C 
induziert. Da die Erwärmung des Mediums nur mit einem Föngebläse möglich und 
somit die Feinregulation der Temperatur schwierig war, wurde der Hitzestress bei 
50°C anstatt bei 44°C durchgeführt. Die Zelle unmittelbar nach dem Hitzeschock ist 
in (B) dargestellt. Ab dem Zeitpunkt, bei dem sich das Medium wieder auf 37°C 
abgekühlt hatte, wurden alle 15 min Aufnahmen gemacht; die letzte nach 1 h und 45 
min. Während des Zeitverlaufs war zu erkennen, dass die Hsp40-Expression bereits 
zunahm (vergleiche (C) mit (I)). Darüber hinaus konnte beobachtet werden, dass die 
„artificial nuclear bodies“ beträchtlich an Größe zunahmen (weißer Pfeil in A und I). 
Eine Ko-Lokalisation zwischen beiden Proteinen konnte nicht beschrieben werden.  
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Abb. 56: In vivo-Lokalisation von transient transfiziertem Hsp40-CFP und Xl-NLS-YFP in HeLa-
Zellen 24 h nach Transfektion. 
(A) Aufnahme der doppelt-transfizierten Zelle vor dem Hitzeschock. (B) zeigt die Zelle 
unmittelbar nach dem Hitzeschock 50°C für 2 min direkt unter dem Mikroskop. (C)-(I) zeigt 
den Zeitverlauf der Lebendbeobachtung alle 15 min. Der Pfeil in (A) und (I) markiert Xl-NLS-
Vimentin Aggregate die im Verlauf der Lebendbeobachtung an Größe stark zunehmen. 
Außerdem ist bereits eine leichte Zunahme der Hsp40-CFP Proteinexpression nach dem 
Hitzeschock während diesem Zeitverlauf zu beobachten (Vergleich (C) und (I)). 
Maximumprojektionen konfokaler Bildstapel. Eichbalken: 10 µm. 
 
5.3.10.2 Transiente Transfektion von Hsp40-CFP und Xl-NLS-Vimentin-YFP 
Eine fluoreszenzmikroskopische Darstellung von transient transfiziertem Hsp40-CFP 
und Xl-NLS-Vimentin-YFP in HeLa- und MCF7-Zellen nach einer PFA-Fixierung ist in 
Abbildung 57 (A-C und D-F) zu sehen. Die Verwendung von CFP-, YFP- oder GFP-
markierten Proteinen hatte den Vorteil, dass diese Proteine nicht mehr über 
spezifische Antikörper immun-detektiert werden mussten. Es genügte die 
transfizierten Zellen nach der PFA-Methode zu fixieren. Allerdings musste zuvor 
  Ergebnisse 170 
sichergestellt werden, dass der „farbige“ Anteil im Fusionsprotein die Eigenschaften 
des eigentlichen Proteins nicht veränderte. 
Neben der doppelt-transfizierten HeLa-Zelle in (C) befindet sich auch eine, die nur 
mit dem Xl-NLS-Vimentin-YFP transfiziert wurde (A). An der Aufnahme, die mit dem 
„grünen“ Laser gemacht wurde, konnte nur eine leichte Kreuzanregung erkannt 
werden, d.h. dass nur ein geringer Teil des Signals der Xl-NLS-Vimentin-YFP-
Aggregate durch den „grünen Laser“ sichtbar gemacht wurde. Die Signale im 
Kerninnern stammten vermutlich von dieser leichten Anregung des „grünen“ Lasers. 
Das Hsp40-CFP Protein lokalisierte hauptsächlich im Cytoplasma (A).  
Eine starke Überexpression beider Proteine war in der transient transfizierten MCF7-
Zelle zu erkennen (Abb. 57 D-F). Auch bei dieser Zelle lokalisierte das Hsp40-CFP 
Protein hauptsächlich im Cytoplasma (D). Auffällig war die Umhüllung der Xl-NLS-
Vimentin-YFP-Aggregate durch das Hsp40-CFP Protein (weiße Pfeile in D und F). 
Diese Aggregate schienen wie „Fremdkörper“ umhüllt zu werden. Die Signale im 
Kerninnern, die von der Form her den Xl-NLS-Vimentin-YFP-Aggregaten 
entsprachen, stammten vermutlich ebenfalls von der leichten Anregung des „grünen“ 
Lasers (wie bei A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 57: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von transient transfiziertem Hsp40-CFP und 
Xl-NLS-Vimentin-YFP in verschiedenen humanen Zell-Linien. 
(A)-(C) doppelt-transfizierte HeLa-Zelle, (D)-(F) doppelt-transfizierte MCF7-Zelle. (A) und (D) 
Hsp40-CFP Signal, (B) und (E) Xl-NLS-Vimentin-YFP Signal. (C) und (F) 
Übereinanderlagerung der entsprechenden Einzelbilder. Der Pfeil in (D) und (F) markiert die 
„Umhüllung“ der großen Xl-NLS-Vimentin-YFP Aggregate mit dem Hsp40-CFP Protein.  
Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
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5.3.11 Unterdrückung der Hsp40-Proteinexpression durch RNAi 
 
Um untersuchen zu können, welche Funktion Proteine in einer Zelle übernehmen, 
wurden Methoden entwickelt, mit denen die Expression der fraglichen Proteine 
unterdrückt werden konnte. Eine solche Methode ist die RNA-Interferenz (RNAi). Es 
ist eine Methode zur posttranskriptionellen Genunterdrückung, d.h. die Transkription 
wird davon nicht beeinflusst. Die RNAi-Interferenztechnik beruht auf einem 
natürlichen Prozess, der zuerst im Fadenwurm C. elegans (Fire et al., 1998) 
beschrieben wurde. Später wurde er auch in Pflanzen, Pilzen und in der Fruchtfliege 
beobachtet (Review bei Dykxhoorn et al., 2003). In befallenen Zellen wird die RNA-
Interferenz als Abwehrreaktion auf doppelsträngige (ds) RNA eines Erregers 
eingesetzt und durch eine Rnase III „Dicer“, diese in kleine 21-23 bp lange ds RNA-
Fragmente verdaut. Diese „small interfering“ (si) RNAs werden anschließend in den 
„RNA-induced silencing complex“ (RISC) eingebaut. Dieser Komplex entwindet den 
siRNA-Duplex in einer ATP-abhängigen Reaktion. Die einzelsträngige siRNA führt 
den RISC zu komplementären mRNA-Molekülen und vermittelt deren Abbau über 
einen noch unbekannten Mechanismus (Elbashir et al., 2001). Es wurden bisher 
verschiedene Methoden angewandt, siRNA-Moleküle in Zellen einzuschleusen. Zum 
einen können synthetische siRNA-Doppelstänge aus 21-23 Nukleotiden direkt in 
Zellen transfiziert, mikroinjiziert oder durch Elektroporation eingebracht werden. 
Andererseits wurden verschiedene Vektorsysteme entwickelt, welche die Expression 
von größeren RNA-Vorläufermolekülen mit Haarnadelstrukturen ermöglichen. Diese 
RNAs werden dann im Cytoplasma von „Dicer“ prozessiert (Review Tuschl, 2002).  
Die RNAi-Interferenztechnik wurde bereits erfolgreich zur Untersuchung von 
Proteinfunktionen in Pflanzen, Hydra, Trypanosomen, Drosophila, Moskitos, Maus-
Oozyten und Säuerzellen eingesetzt (Review bei Dykxhoorn et al., 2003). 
Um nun die biologische Funktionalität von Hsp40 Proteinen in HeLa-Zellen 
untersuchen zu können, wurde ein gezielter Abbau der Hsp40-mRNA durch RNAi 
ausgelöst. Es sollte analysiert werden, ob dieser Hsp40 Protein „knock-down“ zu 
zellulären Veränderungen führt und ob ein Einfluss auf das endogene 
Vimentinnetzwerk zu beobachten sei.  
Zur Unterdrückung der Hsp40-Synthese in HeLa-Zellen wurde eine weiterentwickelte 
Methode der siRNA-Interferenz angewandt. Da der Einsatz von synthetisch 
hergestellten dsRNA aus 21-23 Nukleotiden kosteninstensiv ist und nur zu einer 
vorübergehenden Unterdrückung der Hsp40-Synthese führen würde (transienter 
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Effekt), wurde ein auf dem p2minus-Vektor basierendes RNA-Expressionssystem 
verwendet. Der Vektor wurde uns freundlicher Weise von Prof Dr.Thomas Magin, 
Universität Bonn überlassen. Dieser Vektor enthält wie der pSUPER-Vektor einen 
Polymerase III H1-RNA-Gen-Promotor (Brummelkamp et al., 2002). Für die 
Herunterregulation des Hsp40-Proteins wurde ein doppelstängiges Oligonukleotid 
von 64 bp hergestellt. Dies wurde über vier hybridisierende Einzelstänge erhalten 
(Abb. 11 DNA-Methodenteil). Das RNAi-Vektor-Konstrukt wurde dadurch erzeugt, 
dass ein Sequenzbereich von 19 Nukleotiden der cDNA Genbanknummer 
BCO13044 einmal in 5’-3’Richtung und einmal in 3’-5’Richtung in den RNAi-Vektor 
p2minus kloniert wurde. Bei dem Bereich handelte es sich um folgende Sequenz: 5’-
ATT GAA CCA GGG TGT GTT C-3’ (bp 962-980). Die Klonierung des Konstrukts 
wurde durch das Einfügen eines großen Oligonukleotidprimer-Paars über die 
Schnittstellen SalI und NotI in den p2minus ermöglicht. Mit diesem 
Expressionskonstrukt wurden anschließend HeLa-Zellen transient transfiziert. Nach 
24 h wurden diese Zellen PFA-fixiert, eine Ko-IMF-Färbung durchgeführt und die 
Verteilung von endogenem Hsp40 Protein analysiert.  
Bei einigen Zellen war eine deutliche Reduktion der Hsp40-Expression zu erkennen 
(Abb. 58 A und C). Diese Zellen zeigten nicht die typische Proteinsyntheserate wie 
benachbarte Zellen sie aufwiesen. Erstaunlicher Weise wiesen diese Zellen auch 
eine verminderte Expression von Vimentinproteinen auf (B und D) sowie Abb. 59 (A 
und D). In einigen Zellen waren kaum noch vimentin-positive Strukturen zu 
beobachten (Abb. 58 B). Häufig konnte auch beobachtet werden, dass die 
Anordnung der Vimentinfilamente in betroffenen Zellen von der in normalen Zellen 
abwich (Abb. 58 D und 59 E).  
Hiermit konnte gezeigt werden, dass die Unterdrückung der Hsp40-Synthese in 
HeLa-Zellen auch den zellulären Gehalt und die Anordnung von endogenen 
Vimentinfilamenten beeinflusste.  
 
 
Abb. 59: Unterdrückung der endogenen Hsp40-Synthese in HeLa-Zellen nach transienter 
Transfektion mit dem Hsp40-RNAi III p2Minus Expressionskonstrukt.  
(A) und (D) Immunlokalisation von Hsp40 mit dem Antikörper α-Hsp40; (B) und (E) von 
Vimentinfilamenten mit dem Antikörper 3B4 und in (C) und (F) ist die DNA in den Zellen mit 
Hoechst 33342 angefärbt. Sterne in (A) und (D) markieren die Zellen, mit verminderter Hsp40-
Synthese. Diese Zellen zeigen aber auch eine veränderte Struktur ihrer Vimentinfilamente (B) 
und (E). Konfokale Einzelbilder. Formaldehyd-Fixierung. Eichbalken: 10 µm. 
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Abb. 58: Unterdrückung der endogenen Hsp40-Synthese in HeLa-Zellen nach transienter 
Transfektion mit dem Hsp40-RNAi III p2Minus Expressionskonstrukt.  
(A) und (C) Immunlokalisation von Hsp40 mit dem Antikörper α-Hsp40; (B) und (D) von 
Vimentinfilamenten mit dem Antikörper 3B4. Sterne in (A) und (C) markieren die Zellen, mit 
verminderter Hsp40-Synthese. Diese Zellen zeigen aber auch eine veränderte Struktur ihrer 
Vimentinfilamente (B) und (D). Digitale Aufnahmen mit einem Immunfluoreszenzmikroskop 
(Zeiss, Oberkochen / Jena) und einer digitalen CCD Kamera ORCA-ER (Hamamatsu 
Photonics, Deutschland). Formaldehyd-Fixierung. 
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5.3.12 Biochemischer Nachweis der Bindung von Hsp40 Proteinen 
 an Vimentin 
 
5.3.12.1 Nachweis der Hsp40-Interaktion an in vitro assemblierten 
Vimentinfilamenten 
Die Interaktion von Hsp40 Proteinen und Vimentinfilamenten sollte auch in vitro 
biochemisch gezeigt werden.  
Der Prozess der Filamentbildung von Vimentin ist bereits gut charakterisiert worden 
(Herrmann und Aebi, 2004). Daher konnten Xl-wt-Vimentinfilamente problemlos in 
vitro assembliert werden (s. Methodenteil 4.2.11). Die gebildeten Filamente wurden 
anschließend mit einem HeLa-Lysat inkubiert, welches alle löslichen sowie 
salzlöslichen Zell-Proteine, nicht aber die salzunlöslichen Intermediärfilamentproteine 
enthielt (s. Methodenteil 4.2.12.1). Alle Proben der Inkubations- und Waschschritte 
wurden auf ein mittelgroßes SDS-Kornberggel geladen und ein Immunblot mit einem 
Antikörper gegen Hsp40 Proteine angefertigt (Abb. 60 A). Die entsprechende 
Coomassie-gefärbte PVDF-Membran wurde ebenfalls dargestellt (B). Zunächst 
wurde eine Gelprobe des HeLa-Lysats vor der Dialyse in einen Puffer mit geringer 
Salzkonzentration aufgetragen (Spur 1). Eine Gelprobe des Lysats nach der Dialyse 
wurde in Spur 10 geladen. Hierbei handelte es sich auch um eine Positivkontrolle für 
die Durchführung des Immunblots. In beiden Spuren waren deutliche Signale des 
Hsp40 Proteins zu erkennen. Xl-wt-Vimentin nach der Dialyse in einen geeigneten 
Dialysepuffer und vor der Filamentbildung wurde in Spur 2 aufgetragen. Der 
Überstand nach Beendigung des Filamentbildungsprozesses wurde in Spur 3, ein 
Sediment bestehend aus assemblierten Xl-wt-Vimentinfilamenten wurde in Spur 4 
geladen. Ein parallel gebildetes Xl-wt-Vimentinfilament Sediment wurde für 1 h bei 
37°C mit dem dialysierten HeLa-Lysat inkubiert. Dieses wurde anschließend 2x mit 
Waschpuffer gewaschen. Gelproben der beiden Waschüberstände wurden in den 
Spuren 5 und 6 geladen. Zur Überprüfung, ob während der einstündigen 
Inkubationszeit Proteasen das Hsp40 Protein aus dem HeLa-Lysat abgebaut hatten, 
wurde von einer adäquaten Menge Lysat, welches ebenfalls bei 37°C inkubiert 
wurde, eine Gelprobe entnommen (Spur 7). Es kam jedoch zu keinem Abbau, da 
keine Abbaubanden zu sehen waren. Aus dem HeLa-Lysat, welches mit den 
assemblierten Xl-wt-Vimentinfilamenten inkubiert wurde, wurde ebenfalls eine 
Gelprobe entnommen und in Spur 8 aufgeladen. Es war zu beobachten, dass das 
gesamte Hsp40 Protein, welches sich zuvor noch im Lysat befunden hatte, nun nicht 
mehr darin enthalten war. Die assemblierten Xl-wt-Vimentinfilamente, welche zuvor 
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mit dem dialysierten HeLa-Lysat inkubiert und gewaschen worden waren, wurden in 
50 µl Harnstoff-Probenpuffer aufgenommen, bei 95°C gekocht und in Spur 9 
aufgetragen. Fast die gesamten Hsp40 Proteine, die zuvor noch im Lysat enthalten 
waren, konnten nun in Spur 9 detektiert werden.  
Somit konnte auch biochemisch in vitro eine Interaktion zwischen assemblierten Xl-
wt-Vimentinfilamenten mit Hsp40 Proteinen nachgewiesen werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 60: Immunblot und PVD-Membran zum Nachweis der Hsp40-Interaktion an in vitro 
assemblierten Xl-Vimentinfilamenten. 
(A) Immunblot, Detektion mit dem Antikörper α-Hsp40, (B) Coomassie gefärbte PVDF-
Membran des Immunblots. (1) HeLa-Lysat vor der Dialyse, (2) Xl-Vimentin (wt) nach der 
Dialyse, (3) Überstand nach dem Filamentbildungsprozess, (4) Xl-Vimentin (wt) Sediment 
nach der Filamentbildung, (5) 1. Wasch-Überstand nach der Inkubation von Xl-
Vimentinfilamenten mit dem dialysierten HeLa-Lysat. (6) 2. Wasch-Überstand (7) HeLa-Lysat 
nach einer 1-stündigen Inkubation bei 37°C. (8) HeLa-Lysat nach der Inkubation mit den Xl-
Vimentinfilamenten. (9) Xl-Vimentinfilament-Sediment nach der Inkubation mit dem 
dialysierten HeLa-Lysat. (10) HeLa-Lysat nach der Dialyse. Exposition 5 min. 
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5.3.12.2 Nachweis der Hsp40-Interaktion an in vitro transkribiertem und  
und translatiertem GST-Vimentin-Rod-Protein 
Da der „Y2H-Screen“ nicht mit dem gesamten Vimentin Protein oder einem 
assemblierten Vimentinfilament durchgeführt worden war, sondern nur mit der 
zentralen α-helikalen Rod-Domäne des Proteins, sollte als nächstes überprüft 
werden, ob das Hsp40-Protein auch mit der Rod-Domäne von Vimentin in vitro 
interagieren kann. 
Da die Rod-Domäne keine Filamente ausbilden und wie die assemblierten Filamente 
sedimentiert werden konnte, musste ein GST-Fusionsprotein, bestehend aus einem 
GST-Proteinanteil und der Xl-Vimentin-Rod-Domäne, als Matrix verwendet werden 
(s. Methodenteil 4.2.7 und 4.2.8). Dieses Fusionsprotein wurde über die GST-
Sequenz an eine GST-bindende Sepharose gekoppelt und ebenfalls mit dem 
dialysierten HeLa-Lysat aus 5.3.12.1 inkubiert (s. Methodenteil 4.2.12.2). Alle Proben 
der Inkubations- und Waschschritte wurden auf ein mittelgroßes SDS-Kornberggel 
geladen und ein Immunblot mit einem Antikörper gegen Hsp40 Proteine angefertigt 
(Abb. 61 A). Die entsprechende Coomassie-gefärbte PVDF-Membran wurde 
ebenfalls dargestellt (B). Zunächst wurde eine Gelprobe des HeLa-Lysats vor der 
Dialyse in einen Puffer mit geringer Salzkonzentration aufgetragen (Spur 1). In Spur 
2 folgte die Gelprobe, welche nach der Dialyse entnommen wurde. Bei diesem 
Dialyseschritt schien das Lysat etwas verdünnt worden zu sein, da die Signalstärke 
des detektierten Hsp40 Proteins abgenommen hatte. Das Fusionsprotein GST-Xl-
Vimentin-Rod musste ebenfalls dialysiert werden (Methodenteil). Eine Gelprobe 
hiervon wurde in Spur 3 und Spur 9 aufgetragen. Das Signal des Fusionsproteins ist 
gut in Spur 3 und 9 der Coomassie-gefärbten PVDF-Membran zu erkennen. Die 
errechnete Größe des Fusionsproteins betrug 65,2 kDa. Diese Größe entsprach dem 
Laufverhalten auf dem SDS-Kornberggel. Nachdem das Fusionsprotein an die GST-
bindende Sepharose gebunden worden war, wurde von dem restlichen Überstand 
ebenfalls eine Gelproben entnommen (Spur 4). Da die Proteinkonzentration des 
Fusionsproteins bekannt war, wurde die selbe Menge Protein an die Sepharose 
gebunden, wie Protein zur Filamentbildung in 5.3.12.1 eingesetzt worden war. 
Anschließend wurde die Sepharose gewaschen und mit dialysiertem HeLa-Lysat 
inkubiert. Nach gründlichem Waschen wurden alle Proteine, die an die Sepharose 
gebunden worden waren in 2x Kornberg-Probenpuffer abgekocht und in Spur 7 
geladen. Im Immunblot ist in dieser Spur ein deutliches Signal des Hsp40 Antikörpers 
zu erkennen. Zur Kontrolle wurde das Fusionsprotein an die Sepharose gekoppelt, 
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diese allerdings nicht mit HeLa-Lysat inkubiert (Spur 5). Weitere Kontrollen waren die 
Inkubation von „leerer“ Sepharose mit dem dialysierten HeLa-Lysat (Spur 6) sowie 
die Inkubation von Sepharose, an der nur das GST-Protein gekoppelt worden war, 
mit dem dialysierten HeLa-Lysat (wurde nachgezogen). Alle diese durchgeführten 
Kontrollen wiesen kein Signal des Hsp40 Antikörpers auf und waren somit negativ.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 61: Immunblot und PVD-Membran zum Nachweis der Hsp40-Interaktion an in vitro 
transkribiertem und translatiertem GST-XlVimentin-Rod-Protein. 
(A) Immunblot, Detektion mit dem Antikörper α-Hsp40, (B) Coomassie gefärbte PVDF-
Membran des Immunblots. (1) HeLa-Lysat vor der Dialyse, (2) HeLa-Lysat nach der Dialyse. 
(3) GST-XlVimentin-Rod nach der Dialyse. (4) Überstand nach der Inkubation von GST-
XlVimentin-Rod an GST-bindende Sepharose. (5) GST-XlVimentin-Rod ohne HeLa-Lysat 
inkubiert. (6) GST-bindende Sepharose ohne gebundenen GST-XlVimentin-Rod inkubiert im 
dialysierten HeLa-Lysat. (7) GST-XlVimentin-Rod nach Inkubation mit dialysiertem HeLa-
Lysat. (8) dialysiertes HeLa-Lysat nach der Inkubation mit dem GST-XlVimentin-Rod. (9) 
aufgereinigtes GST-XlVimentin-Rod-Protein. Exposition 10 min. 
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Eine Gelprobe des dialysierten HeLa-Lysats, nach der Inkubation mit dem GST-
Fusionsproteins, enthielt ebenfalls noch Hsp40 Protein (Spur 8). Es wurde somit 
nicht das gesamte im Lysat enthaltene Hsp40 Protein an das GST-Fusionsprotein 
gebunden.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Hsp40 Proteine aus einem HeLa-Lysat 
sowohl mit assemblierten Xl-wt-Vimentinfilamenten als auch mit der zentralen α-
helikalen Rod-Domäne interagieren. Da die Hsp40 Proteine mit dieser Rod-Domäne, 
welche für den „Y2H-Screen“ verwendet wurde und die fast das gesamte Protein 
ausmacht (326 von 454 Aminosäuren), interagierten, konnte die Bindedomäne auch 
auf diesen Bereich festgelegt werden. 
 
5.3.12.3 Vergleich der an Xl-wt-Vimentinfilamenten und an Xl-Vimentin-Rod- 
Proteinen gebundenen Proteine nach Inkubation mit dialysiertem  
HeLa-Lysat  
 
Zur genaueren Betrachtung der Proteinmenge, die an assemblierten Xl-wt-
Vimentinfilamenten und an Xl-Vimentin-Rod-Proteinen gebunden hatte, wurden die 
Versuche aus 5.3.12.1 und 5.3.12.2 wiederholt und die erhaltenen Gelproben auf ein 
15%iges SDS-Kornberggel geladen. Die Proteine wurden nach der 
gelelektrophoretischen Auftrennung durch eine Silberfärbung sichtbar gemacht (s. 
Methodenteil 4.2.1.2). Die hohe Sensitivität dieser Technik erlaubte eine 
Visualisierung von Proteinen im Nanogramm-Bereich und ist 100 mal sensitiver als 
eine herkömmliche Coomassie-Färbung. Die beiden relevanten Proben wurden in 
Abb. 62 gegenübergestellt. Hierbei handelte es sich um alle Proteine, welche an 
assemblierten Xl-wt-Vimentinfilamenten nach Inkubation mit dialysiertem HeLa-Lysat 
gebunden hatten (Spur 2). In Spur 4 sind alle die Proteine zu sehen, welche an Xl-
Vimentin-Rod-Proteine nach Inkubation mit dem selben HeLa-Lysat an die Rod- 
Domäne gebunden hatten.  
Die Gegenüberstellung zeigte, dass in beiden Fällen eine Vielzahl von Proteinen 
gebunden hatten. Einige Proteinbanden schienen in beiden Ansätzen zu finden sein. 
Außerdem war zu erkennen, dass sowohl sehr große als auch kleine Proteine in 
beiden Fällen gebunden hatten. In einem weiteren Schritt könnte nun über 
massenspektroskopische Untersuchungen wie MALDI („matrix-assisted laser-
desorption ionization mass spectrometry) und Mikrosequenzierung analysiert 
werden, um welche Proteine es sich hierbei genau handelt.  
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Xl-Vimentin-
Rod-Domäne 
(65,2 kDa) 
Xl-wt-
Vimentin 
(52,8 kDa) 
 
Abb. 62:  
Gegenüberstellung der an Xl-
Vimentinfilamente und an Xl-
Vimentin-Rod-Proteine gebundenen 
Proteinen nach Inkubation mit 
dialysiertem HeLa-Lysat. 
15%iges silber gefärbtes Kornberg-
Proteingel. (A) Proteine, die nach der
Inkubation mit dialysiertem HeLa-Lysat
an assemblierte Xl-Vimentinfilamente
gebunden hatten (Spur 2). (B)
Proteine, die nach der Inkubation mit
dialysiertem HeLa-Lysat an Xl-
Vimentin-Rod-Proteine gebunden
hatten (Spur 4). Spur 1+3 Biolabs
Proteinmarker. Die schwarzen Balken
markieren Proteinbanden, die sowohl
in Spur 2 als auch in Spur 4 zu
erkennen sind.  
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6 Diskussion 
 
6.1 Vimentin, ein evolutionär konserviertes Protein 
 
Obwohl MTs und MFs evolutionär betrachtet älter sind als Intermediärfilamente (IFs), 
haben auch letztere sich sehr früh während der Evolution eukaryontischer Zellen 
entwickelt. Die Zellen von Metazoen besitzen grundsätzlich nukleäre IFs, die Lamine, 
die auch als „Ur-IFs“ bezeichnet werden (Stuurmann et al., 1998). Neuronale und 
nicht-neuronale IF-Proteine in Anneliden, Mollusken und Nematoden zeigen mehr 
Sequenzähnlichkeiten mit nukleären Laminen als mit den cytoplasmatischen Säuger 
IF-Klassen (Markl und Schechter, 1998). Die Entwicklung der Typ I und Typ III 
Proteine hat sich wahrscheinlich zu der Zeit zugetragen, als sich die primordialen 
Vertebraten mit nicht-stratifizierender Epidermis zu schnellen Schwimmern und 
Jägern entwickelten. Dieser Lebenswandel bedarf einer widerstandsfähigen, flexiblen 
Haut und einer stratifizierenden Epidermis. Die Entstehung der Keratine vom Typ I 
und Typ II sowie die Typ III-IFs mit den Vertretern Vimentin, Desmin und GFAP fand 
daher parallel zur Evolution der Fische statt (Markl und Schechter, 1998). Es finden 
sich z.B. in Zellen der Regenbogenforelle Keratine (Markl und Franke, 1988; Markl et 
al., 1989) sowie Vimentin-IF, die dort allerdings nur in einzelnen Zelltypen 
vorkommen (Herrmann et al., 1996). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass 
Vimentin und Desmin in Säugern, Vögeln, Reptilien, Amphibien und in Fischen 
vorkommen und eine Sequenzähnlichkeit von zirka 70% aufweisen (Markl und 
Schechter, 1998). Es wurde aber auch beschrieben, dass Vimentin und Desmin 
bereits in frühen Gnathostomata (Kiefermäuler) existierten. Diese haben sich später 
in Landwirbeltiere und Fische aufgegliedert. Die Fische wiederum gliederten sich in 
Knorpel- und Knochenfische auf. Sequenzvergleiche von Hai Vimentin-cDNA mit der 
von Rochen, Forelle, Zebrafisch, Frosch und Mensch zeigen eine evolutionäre 
Konservierung besonders in der zentralen α-helikalen Rod-Domäne und in der nicht-
helikalen Schwanz-Domäne (Schaffeld et al., 2001). Auch im Hai wird Vimentin in 
Zellen und Geweben exprimiert, die vom Mesenchym abstammen. Dies gilt auch für 
alle anderen Vertebraten, in denen es ein Markerprotein für Fibroblasten, 
Adipozyten, Endothelzellen und Zellen hematopoetischen Ursprungs ist und deshalb 
in der Tumordiagnostik verwendet wird (Franke et al., 1982 a; Lanet et al., 1983).  
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6.2 Bedeutung von Vimentin für Wirbeltierzellen 
 
Man könnte davon ausgehen, dass die starke Konservierung des Vimentin-Proteins 
für eine einzigartige und wichtige Funktion spricht. Um so erstaunlicher war es, dass 
sich Vimentin -/- Mäuse auf den ersten Blick normal entwickelten, fruchtbar waren 
und keinen offensichtlichen Defekt aufwiesen (Colucci-Guyon et al., 1994). Andere 
Untersuchungen aber zeigten, dass in Gliazellen, in denen Vimentin und GFAP ko-
exprimiert wurden, das GFAP-Netzwerk nicht mehr ausgebildet werden konnte 
(Galou et al., 1996). Des weiteren wurde gezeigt, dass durch den Verlust von 
Vimentin in Fibroblasten die Wundheilung in den Vimentin -/- Mäusen erheblich 
verlangsamt voranschritt (Eckes et al., 2000). Allerdings ist zu bedenken, dass Maus-
Daten in vielen Fällen nicht komplett auf den Menschen zu übertragen sind.  
Das Vimentin-Protein hat neben den bekannten strukturerhaltenden Aufgaben noch 
weitere wichtige Funktionen in Organen wie dem Auge und dem Gehirn. Es ist an der 
korrekten Entwicklung und Funktionalität des zentralen Nervensystems sowie des 
optischen Systems und des Sehnervs beteiligt (Cohen et al., 1994; Owaribe et al., 
1988). Ein Hauptvorkommen von Vimentin ist in der Augenlinse und den Müllerzellen 
der Retina. Die Wichtigkeit, der noch näher zu charakterisierenden Funktion von 
Vimentin in der Entwicklung von Auge und Gehirn zeigt eine weitere grundlegende 
Rolle dieses Proteins auf und erklärt auch das konservierte Vorkommen bei allen 
Vertebraten. 
Um die Bedeutung des Proteins im zellulären Geschehen besser verstehen und um 
weitere Funktionen aufzudecken zu können, ist es wichtig dessen Interaktionspartner 
zu kennen. Einige Publikationen sind bereits erschienen, die erfolgreich die 
Isolierung von Vimentin mit Hilfe der „Yeast two hybrid“ („Y2H“) - Methode zeigten 
und bestätigten, dass dieses Protein in einer Reihe von cytoplasmatischer 
Interaktionen beteiligt ist. Die „Y2H“-Methode wurde von Field S. und Song O. 1989 
zum ersten Mal beschrieben und seither erfolgreich zur Analyse und Identifikation 
von verschiedensten Protein-Protein Interaktionen verwendet. Vimentin wurde z.B. 
als starker Interaktionspartner von Polycystin-1 in einem „Y2H-Screen“ ermittelt (Xu 
et al., 2001). Dieses Protein ist bei einer Vielzahl von Patienten, die an einer 
erblichen polycystischen Nierenkrankheit leiden, defekt. Es handelt sich bei diesem 
Protein um ein Transmembranprotein unbekannter Funktion. Es wurde auch 
beschrieben, dass Synemin, ein großes Intermediärfilament-Protein aus 
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Muskelzellen, mit Desmin und Vimentin in einem „Y2H-Screen“ interagierte (Bellin et 
al., 2001). Darüber hinaus konnte eine Interaktion zwischen der Periplakin-
Schwanzdomäne mit verschiedenen Intermediärfilament-Proteinen wie Cytokeratin 8 
und Vimentin in einem „Y2H-Screen“ nachgewiesen werden (Kazerounian et al., 
2002). Es wurden auch einzelne Subdomänen des murinen Vimentin als GAL4-
Fusionsproteine kloniert, um die Interaktionen einzelner Vimentinproteine bei der 
korrekten Ausbildung eines Vimentinfilaments zu ermitteln (Meng et al., 1996). Die 
gewonnenen Ergebnisse bestätigten, dass Vimentin-Dimere in zwei antiparallelen 
Orientierungen vorkommen können. Zum einen kommt es zu einer Interaktion 
zwischen zwei α-Helices (Helix 1, A11-Modell), zum anderen zu einer Interaktion 
zwischen zwei α-Helices aus dem Sequenzabschnitt 2B (A22-Modell) (Herrmann und 
Aebi, 1998) 
Es ist nicht verwunderlich, dass Vimentin als ubiquitär vorkommendes 
cytoplasmatisches Protein an den unterschiedlichsten zellulären Prozessen beteiligt 
ist. Es wurde eine Beteiligung am Lipid-Metabolismus beschrieben. Hierbei scheint 
Vimentin mit Lipid-Tropfen insbesondere in Adipozyten zu interagieren und eine 
käfigartige Struktur um diese Tropfen zu bilden (Franke et al., 1987). Des weiteren 
wurde eine Beteiligung am Zink-Metabolismus beschrieben. Fibroblasten ohne 
Vimentin sind in ihrer Zink-Aufnahme beeinträchtigt. Das IF-Protein bindet am 
Adaptor-Komplex AP-3 und bewirkt somit die korrekte Positionierung von Organellen 
und Vesikeln mit AP3-Adaptoren. Diese Adaptoren regulieren die Zusammensetzung 
der Organellen wie z.B. Lysosomen, indem sie nur bestimmte Vesikel und deren 
Inhalt mit den Organellen fusionieren lassen (Styers et al., 2004).  
An das IF-Netzwerk, das eine dreimal größere Oberfläche darstellt als die aller 
Membranen einer Zelle und somit eine große Bindekapazität besitzt, können 
verschiedenste Proteine oder Proteinkomplexe binden. Einige sogenannte IFAPs 
sind schon beschrieben worden. Hierzu gehören Familienmitglieder der Plakine wie 
Desmoplakin und Plectin sowie Kinesin, Nestin und Polycystin (Herrmann et al., 
2003). Die Funktionen, welche Vimentin in der Zelle ausübt, müssen auf den ersten 
Blick nichts miteinander zu tun haben. Duale Funktionen sind bereits bei mehreren 
Proteinen beschrieben worden: Plakophilin 2, ein desmosomales Plaque-Protein, 
kommt z.B. nicht nur im Cytoplasma an Desmosomen vor, sondern weist auch eine 
Lokalisation im Zellkern auf. Dies ist in Zellen mit oder ohne Desmosomen 
beobachtet worden (Mertens et al., 1996). Ein weiteres Beispiel für die duale 
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Funktion bei Proteinen stellt das nukleäre IF-Protein Lamin dar. Es wurde 
angenommen, dass die wichtigste Funktion dieses Proteins, als Baustein der 
Kernlamina, in der Erhaltung von Struktur und Stabilität des Zellkerns besteht. In den 
letzten Jahren mehrten sich jedoch Publikationen, die darauf hinwiesen, dass dem 
Lamin-Protein weitere wichtige Funktionen zuzuschreiben sind. Hierzu gehören vor 
allem, unter Beihilfe sogenannter Lamina-assoziierter Proteine (LAPs), die korrekte 
Positionierung und Organisation von Chromosomen, die richtige Segregation der 
Chromosomen während der Mitose sowie die Regulation von Genexpression 
(Mattout-Dubezki und Gruenbaum, 2003). Sind diese fundamentalen Abläufe gestört, 
kann es zu Ausbildung schwerer Krankheiten kommen. In der Tat wurden zahlreiche 
Mutationen im Lamin A/C-Gen und in Genen der LAPs beschrieben, die zu einer 
Gruppe Erbkrankheiten, den sogenannten Laminopathien gehören (Review in Broers 
et al., 2004). Die Laminopathien stellen nur eine Gruppe von Erbkrankheiten dar, die 
durch Mutationen in einem IF-Protein verursacht werden. Auch Mutationen in den 
Keratin-Genen, im Desmin-Gen, dem GFAP-Gen sowie im NF-L und NF-H-Gen 
führen zu schwerwiegenden Erkrankungen (Magin et al., 2004). Zunächst wurde 
angenommen, dass diese Krankheiten nur durch die Schwächung der Zellen und des 
Gewebes gegen mechanischen Stress ausgelöst wurden. Inzwischen geht man 
davon aus, dass die Veränderungen in der cytoskeletalen Architektur auch auf die 
Signal-Transduktionswege einwirken und einen Einfluss auf zelluläre 
Transkriptionsmuster der Zelle haben könnten (Magin et al., 2004). Hiermit wäre eine 
weitere Funktion der IF-Proteine bei zellulären Vorgängen verdeutlicht.  
Um die komplexen Vorgänge und Funktionen der IF-Proteine und insbesondere des 
Vimentins noch besser verstehen zu können, sollten deren zelluläre 
Interaktionspartner charakterisiert werden. Dadurch könnte zum Beispiel geklärt 
werden, wie sich das Filamentsystem bei Zellteilungsvorgängen verhält: (1) Ob es 
aktiv oder passiv umstrukturiert wird. (2) Wie sich nach der Mitose wieder ein 
komplexes cytoplasmatisches Netzwerk in den Tochterzellen ausbildet und (3) 
welche Faktoren daran beteiligt sind. Es wurde bereits beschrieben, dass die 
strukturelle Veränderung des IF-Systems während der Mitose zelltypisch und 
innerhalb der IF-Klassen unterschiedlich ist (Chou et al., 1996). In BHK21-Zellen wird 
das Vimentin-Netzwerk in der Prophase der Mitose, wahrscheinlich durch 
Phosphorylierung, in nicht-filamentöse granuläre Partikel überführt (Rosevear et al., 
1990). In HeLa-Zellen, CHO-, PLC und SW13-Zellen bleibt es allerdings intakt und 
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bildet eine käfigartige Struktur um den Spindelapparat und die Chromosomen (Chou 
et al., 2003 sowie eigene Beobachtungen, s. Abb. 6 in der Einleitung).  
Wir gehen davon aus, dass das IF-Netzwerk in der Mitose genauso wichtige 
Funktionen ausübt wie in der Interphase einer Zelle. Eine dieser Funktionen könnte 
darin bestehen, als Matrix für verschiedene Proteine zu fungieren. Denn in der 
Mitose ist die herkömmliche Kompartimentierung in Zellkern und Cytoplasma 
aufgehoben. In diesem Zusammenhang wurde bereits beschrieben, dass Lamin B 
als nukleäres Protein an ein IF-assoziiertes Protein, Plectin, bindet (Foisner et al., 
1991). Um also mitotische Bindungspartner nicht auszuschließen, wurden die aus 
dem durchgeführten „Y2H-Screen“ gewonnen kernständigen Interaktionspartner in 
weiteren Analysen ebenfalls berücksichtigt. 
 
6.3 Interaktionsmöglichkeiten 
 
Bei der Suche nach „sinnvollen“ Interaktionspartnern, die mit dem Vimentin-Netzwerk 
wechselwirken, sollten auch räumliche und zeitliche Faktoren bedacht werden. Denn 
einige Interaktionen scheinen nur in bestimmten Bereichen der Zelle einen Sinn zu 
ergeben. In der Zellperipherie interagiert das Vimentin in einigen Zelltypen mit 
Desmoplakin an den Desmosomen (Kartenbeck et al., 1984). Die Interaktionspartner 
können je nach räumlicher Lage der Filamente unterschiedlich sein. Andere 
Bindefaktoren werden nur zu ganz bestimmten Zeiten, wie z.B. während der Mitose, 
mit den Filamenten interagieren. Es muss sich bei diesen Interaktionen nicht immer 
um permanente, strukturerhaltende Wechselwirkungen handeln. Vielmehr können 
biologisch wichtige Vorgänge durch zeitlich sehr begrenzte Interaktionen ausgelöst 
werden. Diese Wechselwirkung kann dann möglicherweise durch Standard-
Analysemethoden nicht nachgewiesen werden. Dies ändert aber nichts an deren 
Wichtigkeit.  
Des weiteren sollte die Bedeutung „schwacher“ Wechselwirkungen, die ebenfalls 
durch Standard-Analysemethoden wie Immunpräzipitationen eventuell nicht 
detektiert werden können, nicht verkannt werden. Eine Reihe von biologischen 
Prozessen sind nur aufgrund dieser Wechselwirkungen möglich. Dazu gehört z.B. die 
Fähigkeit von Fibroblasten an die extrazelluläre Matrix zu binden und sich in ihr 
fortzubewegen. Dies wird durch sogenannte Integrine, einer Protein-Familie von 
Rezeptoren, die zur Zelladhäsion und Signal-Transduktion wichtig sind, ermöglicht. 
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Die Integrine haben allerdings nur eine sehr geringe Bindungskonstante zu ihren 
Liganden, wie dem Fibronectin, in der extrazellulären Matrix. Diese schwache 
Wechselwirkung ist allerdings notwendig, damit die Bindung dynamisch bleibt und 
eine Fortbewegung der Zellen möglich ist (Ruoslahti, 1996). 
Darüber hinaus durchläuft das Vimentin-Protein viele Stationen von der Synthese am 
Ribosom bis hin zum Abbau im Proteasom, in denen es mit einer Reihe von 
Proteinen interagieren kann. Diese Wechselwirkungen könnten ebenfalls nur in 
einem bestimmten Stadium wichtig und notwendig sein. Nach der Synthese könnten 
Chaperone die Vimentin-Proteine binden, um eine unkontrollierte Aggregatbildung zu 
vermeiden. Weitere Proteine, wie z.B. Kinesin transportieren Vimentinfilament-
Vorläufer entlang von Mikrotubulis zu dem Ort ihrer endgültigen Synthese (Chang 
und Goldman, 2004). Neben Kinesin könnten hierbei noch andere Transportfaktoren 
beteiligt sein. Wiederum andere Proteine werden am Einbau in das bereits 
bestehende Netzwerk beteiligt sein. Das intakte Netzwerk in der Interphase, wie auch 
in der Mitose wird mit anderen Proteinen wechselwirken. Letztendlich werden weitere 
Faktoren, wie vielleicht Ubiquitin Vimentin-Proteine für ihren gezielten Abbau 
markieren und dafür sorgen, dass sie ausgetauscht und zum Proteasom transportiert 
werden. In all diesen Stationen kann das Vimentin-Protein mit den verschiedensten 
Faktoren interagieren. Störungen dieser Interaktionen könnten auf allen Ebenen zu 
schweren Krankheiten führen. Es wurde in diesem Zusammenhang bereits 
beschrieben, dass Störungen im Zusammenbau oder bei Transportvorgängen von 
neuronalen IF-Proteinen zur Bildung von pathologischen Akkumulationen in 
Nervenzellen führen kann. Mutationen von NF-M z.B. wurden bei der Parkinson-
Krankheit beschrieben (Levedan et al., 2002).  
 
6.4 „Y2H-Screen“ mit der Vimentin-Rod-Domäne 
 
Die vielseitigen Interaktionen der IF-Proteine auf verschiedenen Ebenen ermöglichen 
einen zelltyp-spezifischen „Cross-talk“ und die Bildung einer molekularen Architektur, 
die für einzelne Zelltypen charakteristisch ist und die Entstehung ausgedehnter 
Proteom-Netzwerke ermöglicht. 
Die Erforschung kompletter Protein-Protein Wechselwirkungsnetzwerke ist in den 
letzten Jahren enorm vorangeschritten. Nach der Sequenzierung des humanen 
Genoms wird das nächste Ziel sein, die Interaktionen der einzelnen Genprodukte zu 
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finden, zu charakterisieren und deren Funktion zu verstehen. Denn das 
Zusammenwirken der Gene, das präzise Ablesen und Abschalten, die Anpassung an 
veränderte Bedingungen lässt sich allein aus der Kenntnis der DNA-Sequenz nicht 
verstehen. Aus der „Genomics“ der Vergangenheit ist somit die „Proteomics“ der 
Gegenwart geworden. Unter „Proteomics“ fasst man alle Forschungsprojekte 
zusammen, die darauf gerichtet sind, das Proteinrepertoire zu erfassen, die 
Funktionen der Proteine zu entschlüsseln und Wechselwirkungen zwischen ihnen zu 
analysieren. Innerhalb dieser Wechselwirkungsnetzwerke ist Vimentin nur ein Protein 
unter vielen, das allerdings mit vielen Proteinen interagieren und von vielen 
verschiedenen Proteinen gebunden werden könnte. 
Um nun mit der Vimentin-Rod-Domäne interagierende Proteinfaktoren unabhängig 
vom Zell-Zyklus-Status einer Zelle zu identifizieren, können verschiedenste 
Techniken angewendet werden. Hierzu gehören neben biochemischen Methoden 
wie Affinitätschromatographien, Ko-Immunpräzipitationen, „Blot-Overlay“-Versuche 
und „Cross-linking“-Experimente auch Methoden, bei denen in Gen-Expressions-
Bibliotheken nach Bindungspartnern gesucht wird. Zu diesen Methoden gehört 
neben dem „Phage-Display“ auch das „Y2H“-System. Biochemisch können über Ko-
Immunpräzipitationen Proteinkomplexe isoliert werden, deren Bestandteile nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung mittels MALDI („matrix-assisted laser-desorption 
ionization mass spectrometry) und Mikrosequenzierung weiter analysiert werden 
können. Die biochemische Isolation von Vimentin-bindenden Faktoren durch 
Affinitätschromotographie und Ko-Immunpräzipitation erwies sich methodisch 
gesehen als nicht trivial. Da Vimentin über Brückenproteine wie Plectin mit 
Mikrotubuli- und Aktinfilamenten verbunden ist und an diesen wiederum eine Reihe 
von Proteinen assoziiert vorliegen, würde man fast das gesamte Cytoskelett mit 
isolieren. Im Laufe meiner Diplomarbeit hatte ich versucht, künstliche Vimentin-
Kernkörperchen aus Zellkernen einer stabil transfizierten Zell-Linie mit Hilfe eines 
spezifischen Antikörper zu isolieren und deren Bestandteile sowie gebundene 
Faktoren wie oben beschrieben zu analysieren. Die Kernlamina, die nach dem 
Aufschluss der Zellen noch als Netzwerk vorhanden gewesen war, vernetzte die zur 
Aufreinigung der Kernkörperchen verwendeten Magnetkugeln und führte zur 
unspezifischen Isolierung verschiedenster Proteinfaktoren. Mit dieser Methode 
gelang es mir daher nicht, aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten. 
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Des weiteren wurde eine zeitaufwendige Methode beschrieben, bei der ein „visueller 
Screen“ mit GFP-Fusionsproteinen aus einer cDNA-Bibliothek durchgeführt wurde 
(Rolls et al., 1999). Die beliebigen GFP-Fusionsklone wurden hierzu in Säuger-
Kulturzellen transfiziert und deren subzelluläre Lokalisation untersucht. Auf der 
Suche nach Kernhüllenproteinen wurden nur die Zellklone selektioniert, die ein 
nukleäres GFP-Signal aufwiesen. Auf diese Weise wurde das Kernhüllenprotein 
Nurim identifiziert. Diese Methode setzt allerdings voraus, dass das GFP-Protein, 
welches mit ~240 Aminosäuren ein großes Markierungsepitop darstellt, keinen 
Einfluss auf die eigentliche Lokalisation des zu untersuchenden Proteins hat. Eine 
weitere Methode beschreibt ebenfalls die schnelle Herstellung von N- und C-terminal 
GFP-markierten Fusionsproteinen, die aus kompletten bereits bekannten cDNA-
Klonen umgeschrieben wurden (Simpson et al., 2000). Auch diese DNA-Konstrukte 
wurden in Zellen transfiziert und deren subzelluläre Lokalisation untersucht. Diese 
Methode wurde zur Durchführung sogenannter „high-through-put“-Experimente 
entwickelt. Mit Hilfe von biophysikalischen Methoden wie „Fluorescence Resonance 
Energy Transfer“ (FRET) oder „Fluorescence loss in photobleaching“ (FLIP) können 
bekannte Interaktionen von Proteinen im lichtmikroskopisch detektierbaren Bereich 
am Laser-Scanning-Mikroskop untersucht werden.  
Da es sich bei dem „Y2H“-System um eine bereits gut etablierte Methode handelt, 
mit der schon zahlreiche wichtige Interaktionen identifiziert werden konnten, bot es 
sich an, dieses System zur Identifikation von organisierenden Proteinfaktoren des 
Vimentin-Filamentsystems zu verwenden. Ein weiterer Vorteil des „Y2H“-Systems 
besteht darin, dass die Proteininteraktionen in einer eukaryontischen Zelle untersucht 
werden, in der sich die Proteine in vivo und somit theoretisch in ihrer nativen 
Konformation befinden. Darüber hinaus ist diese Methode anwenderfreundlich und in 
einem begrenzten Zeitraum durchzuführen. 
Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind keine Publikationen bekannt, in welchen Vimentin als 
Fängerprotein in einem „Y2H-Screen“ eingesetzt wurde, um nach Interaktionspartner 
in einer komplexen cDNA-Bibliothek zu suchen. Ein Grund hierfür könnte sein, dass 
Vimentin häufig als „falsch-positiver“ Interaktionspartner in zahlreichen „Y2H-
Screens“ ermittelt wurde (Serebriiskii et al., 2000). Ein weiterer Grund könnte die 
Tatsache sein, dass die zentrale α-helikale Rod-Domäne eine stabile coiled-coil 
Domäne ausbildet. Das bedeutet, dass sich in der Hefezelle einzelne GAL4-
Bindedomänen (BD)–Vimentin-Fusionsproteine zu Dimeren mit zwei GAL4-BD-
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Domänen zusammenlagern. Um eine komplette Filamentausbildung in der Hefezelle 
zu vermeiden, wurden die dazu notwendigen Kopf- und Schwanzdomänen des 
Vimentin-Proteins im „Y2H-Screen“ ausgeschlossen. Es ist allerdings bekannt, dass 
durch die Rod-Domäne allein eine Tetramerbildung stattfinden kann (Mücke et al., 
2004). Somit wären vier GAL4-BD-Domänen in diesem Komplex vorhanden. Dies 
dürfte allerdings keinen Einfluss auf die Aktivierung der vier Reportergene, die 
unabhängig voneinander angeschaltet werden müssen, haben. Außerdem wurde 
bereits beschrieben, dass die basische Vimentin-Kopf-Domäne große strukturelle 
Ähnlichkeit mit Transkriptionsfaktoren aufweist (Capetanaki et al., 1990). Dies war 
ein weiterer Grund, nur die Vimentin-Rod-Domäne als Fängerprotein zu verwenden. 
Ein weiterer Grund dafür, warum das komplette Vimentin-Protein noch nicht als 
Fängerprotein in einem „Y2H-Screen“ eingesetzt wurde, könnte sein, dass eine 
Reihe von Interaktionspartnern, wie in dieser Arbeit beschrieben, zu erwarten wären. 
Zur Durchführung dieses „Y2H-Screens“ wurde ein Fängerprotein („bait“-Protein) 
bestehen aus einer GAL4-BD-Domäne und der Vimentin-Rod-Domäne verwendet. 
Wir entschieden uns die Vimentin-Rod-Domäne des afrikanischen Krallenfrosches 
Xenopus leavis zu verwenden. Hierfür sprachen folgende Gründe: (1) Dieses Protein 
weist eine 80%ige Sequenzhomologie zum humanen Vimentin-Protein auf, ist aber 
evolutionär gesehen älter (Herrmann und Aebi, 1999). Die optimale Temperatur zur 
Ausbildung von Filamenten liegt bei 28°C. Das X. leavis Vimentin bildet nach 
Transfektion in vimentin-freie Rinderepithelzellen bei 28°C ebenfalls ein komplexes 
Filamentnetzwerk ähnlich dem in humanen Fibroblasten aus. Es wird also wie das 
humane Protein prozessiert. Die dazu notwendigen Proteinfaktoren müssen 
demnach ebenfalls im Laufe der Evolution konserviert worden sein. Da wir an diesen 
„Ur-Prozessen“ und deren Komponenten interessiert sind, erschien uns die 
Verwendung des X. leavis Vimentin-Proteins geeignet zu sein. (2) Es stand eine 
stabil transfizierte Zell-Linie zur Verfügung, die das X. leavis Vimentin, modifiziert mit 
einer Kernlokalisationssequenz (NLS), ektopisch im Zellkern exprimierte (Herrmann 
et al., 1993). Diese Zell-Linie wies im Cytoplasma keine endogene 
Vimentinexpression auf und war daher geeignet, die Interaktion von gewonnenen 
kernständigen Interaktionspartnern zu analysieren. Letztendlich (3) stand ein 
Antikörper zur Verfügung, der spezifisch ein Epitop des amphibien nicht aber das des 
humanen Vimentins erkennen konnte (Fouquet, 1991). Dadurch konnten beide 
Proteine spezifisch immundetektiert werden. 
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Wie schon zuvor erwähnt, sollte zu Beginn eines „Y2H-Screens“ eine geeignete 
cDNA-Bibliothek ausgewählt werden. Hierbei ist darauf zu achten, aus welcher Zell-
Linie sie hergestellt wurde und ob sie für die jeweilige Fragestellung überhaupt 
geeignet ist. Die in dieser Arbeit verwendete, von Clontech erworbene, cDNA-
Bibliothek wurde aus einer mRNA hergestellt, welche aus der HeLa-Zell-Linie S3 
isoliert worden war. Bei dieser Zell-Linie handelt es sich um Epithelzellen, die aus 
einem Zervix-Karzinom isoliert wurden und die im Gewebeverband kein Vimentin 
exprimieren. Durch die Kultivierung mit Kälberserum-haltigen Medium werden 
allerdings „cis“-regulatorische „serum-response“ Elemente, welche vor der 
Transkriptions-Initiationsstelle des Vimentin-Gens liegen, aktiviert. Dadurch wird die 
Expression von Vimentin in diesen Zellen aktiviert (Pieper et al., 1992) und ein 
komplexes Netzwerk, ähnlich dem in Fibroblasten, gebildet. Die Vimentinexpression 
wird nicht nur in HeLa-Zellen durch die Kultivierung mit Kälberserum-haltigen 
Medium angeschaltet sondern auch in den meisten anderen Zell-Linien (Franke et 
al., 1978; Rittling und Baserga, 1987). Selbst solche Zelltypen, die im 
Gewebeverband kein Vimentin exprimieren, besitzen alle notwendigen 
Proteinfaktoren, um das IF-Protein in der Art und Weise zu prozessieren, wie es 
Fibroblasten tun würden. Auf der Suche nach diesen essentiellen Proteinfaktoren 
haben wir uns deshalb für die Verwendung einer HeLa-cDNA-Bibliothek entschieden. 
Bei dieser cDNA-Bibliothek handelte es sich um eine komplexe Bibliothek, welche in 
den Hefevektor pGAD-GH mit der GAL4-aktivierenden Domäne (GAL4-AD) kloniert 
und in den Hefestamm S. cerevisiae Y187 transformiert worden war. Eine 
Überprüfung der Bibliothek bestätigte deren Qualität: Der Bibliotheken-Titer wurde 
mit >5 x 107 lebender Zellen pro ml angegeben. Der tatsächliche Wert lag bei 2,36 x 
108. Die Größe der cDNA-Fragmente wurde mit 0,4 - 4 kb angegeben. Die 
durchschnittliche Größe der durch PCR amplifizierten Klone lag bei 0,3 - 3 kb und 
spiegelte eine komplexe Bibliothek mit kleinen und großen cDNA-Fragmenten 
wieder. Die Anzahl an Hefeklone, die durchsucht werden konnte, wurde mit einem 
Wert von 3 x 106 angegeben und lag mit 3,34 x 106 im Normbereich. Auch die 
Verpaarungseffizienz, welche >5 % sein sollte, wich mit 4,22 % nur geringfügig vom 
angegebenen Wert ab.  
Der gesamte Verpaarungsansatz des „bait“-Stamms mit dem Bibliotheken-Stamm 
wurde bei höchster Stringenz selektioniert und deshalb auf Nährmedienplatten ohne 
Adenin, Histidin, Leucin und Tryptophan (SD/-AHLT) ausgestrichen. Die 
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Nährmedienplatten mit dem ausgestrichenen Verpaarungsansatz wurden für 
insgesamt drei Wochen bei 30°C im Brutschrank inkubiert. Während dieser Zeit 
wuchsen ca. 3000 Hefekolonien auf allen Platten. Es wurden davon willkürlich 870 
Hefeklone abgenommen, weiter auf SD/-AHLT-Platten kultiviert, um dann weiter 
analysiert zu werden. Nach der Durchführung eines β-Gal-Tests wurden von den 
ursprünglich 870 abgenommenen Hefeklone 405 aufgrund einer ausbleibenden oder 
nur schwachen Blaufärbung aussortiert. Somit verblieben noch 465 Klone zur 
weiteren Analyse. Um auszuschließen, dass es sich bei den isolierten Hefeklonen 
nur um humanes Vimentin aus der HeLa-Bibliothek handelte, musste die Anzahl an 
„Vimentin-positiven“ Klonen mit Hilfe einer „Dot-Blot“-Methode und einer 32P-
radioaktiv-markierten humanen Vimentin-Sonde bestimmt werden. Nach Ermittlung 
der Anzahl „Vimentin-positiver“ Hefeklone wurden fünf Klone von weiteren Analysen 
ausgeschlossen. Die geringe Anzahl an erhaltenen Vimentin-Klonen spricht dafür, 
dass die GAL4-BD-Vimentin-Rod-Fusionsproteine, wie angenommen, hauptsächlich 
untereinander dimerisierten, um dann in den Zellkern zu gelangen, wo sie eine 
Interaktion mit GAL4-AD-Fusionsklonen eingehen konnten. Bei diesen fünf 
„Vimentin-positven“ Klonen lagerten sich vermutlich Dimere der GAL4-BD-Vimentin-
Rod-Domänen mit Dimeren der GAL4-AD-Vimentin-Rod-Domäne aus der HeLa-
Bibliothek zu einem Tetramer zusammen. Diese Beobachtung kann als „interne 
Positiv-Kontrolle“ des „Y2H-Screens“ angesehen werden. 
Die cDNAs der verbliebenen 460 Klone wurden mittels PCR amplifiziert und durch 
Restriktionskartierung in verschiedene Gruppen eingeteilt. Dabei ließen sich 37 
Hefeklone (8%) auch nach Optimierung der PCR-Bedingungen nicht amplifizieren. 
Die übrigen wurden durch das häufig schneidende Enzym HaeI verdaut. Dabei 
ließen sich 92 Klone durch dieses Enzym nicht in kleinere Fragmente zerlegen. 
Diese wurden anschließend mit einem anderen häufig schneidenden Enzym (AluI) 
verdaut. Dadurch konnten auch diese Klone weiter charakterisiert werden. Anhand 
der erhaltenen Restriktionskarten wurden die Hefeklone in Gruppen unterteilt. Aus 
diesen grob eingeteilten Gruppen wurde jeweils ein Kandidat zum Sequenzieren 
gegeben. Häufig stellte sich nach der Sequenzierung heraus, dass es sich trotz der 
vorherigen Gruppierung um gleiche Kandidaten handelte. Es wurden insgesamt 71 
Klone zum Sequenzieren gegeben. Davon konnten allerdings nur 42 Klone vom 5’- 
und vom 3’-Ende sequenziert werden, um das Vorhandensein eines Fusionsklons 
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auszuschließen. Fusionsklone setzen sich aus verschiedenen cDNA-Fragmenten 
zusammen und können bei der Bibliothekenherstellung entstanden sein.  
Von den 71 sequenzierten Klone waren 58 (81,7%) im gleichen Leseraster wie die 
GAL4-AD. Einige sequenzierte Klone waren so rekombiniert, dass sie nicht mit dem 
Leseraster der GAL4-AD übereinstimmten. Dies war allerdings nur bei vier Klonen 
(5,6%) der Fall. Sie wurden verworfen und nicht weiter analysiert. Bei drei Klone 
(4,2%) konnte nicht überprüft werden, ob sich die sequenzierte cDNA des „prey“-
Klons im gleichen Leseraster wie die GAL4-AD befand oder nicht. Dies konnte zum 
einen daran liegen, dass die initiale dafür notwendige Restriktionsschnittstelle nicht 
mit sequenziert wurde. Somit konnte der Übergang zwischen der GAL4-AD und dem 
„prey“-Klon nicht überprüft werden. Zum anderen kam es vor, dass es sich bei dem 
sequenzierten Bereich nur um eine 3’ untranslatierte Region handelte. Dieser 
Bereich wird zwar bis zu einem auftretenden Stopcodon in der Zelle in Aminosäuren 
übersetzt, kodiert aber für kein reales Protein. Somit konnten auch diese Klone von 
weiteren Analysen ausgeschlossen werden. Einige Klone stellten Fusionsklone dar. 
Dies war bei vier Klonen (5,6%) der Fall. Durch die Sequenzierung vom 5’- oder vom 
3’-Ende der jeweiligen Sequenz, sollte die NCBI-Datenbanksuche das gleiche 
Ergebnis liefern. War dies nicht der Fall, handelte es um Fusionsklone. Bei 
Fusionsklonen kann nicht ohne weiteres darauf zurückgeschlossen werden, welches 
der beiden Proteine die Interaktion mit dem „bait“-Protein ausbildete. Bei zwei 
sequenzerten Klonen (2,8%) handelte es sich um Sequenzbereiche, die in BAC-
Vektoren vorlagen. Hierbei handelt es sich um ein künstliches Chromosom, welches 
aus dem „single-copy-sex-factor F“ des Bakteriums E. coli entwickelt wurde 
(„bacterial artificial chromosome“). Das BAC dient somit als Vektor und erlaubt eine 
Klonierung von größeren Genomabschnitten (>300 kb). Da es sich bei diesen 
Konstrukten um sehr große Sequenzabschnitte handelte und diese nicht 
unproblematisch zu handhaben sind, wurden sie zunächst einmal nicht 
berücksichtigt. In seltenen Fällen wurde nicht nur ein PCR-Produkt aus einem 
Hefeklon amplifiziert, sondern zwei bis drei. Dies trat bei 8 von 460 amplifizierten 
Hefeklonen auf (1,7%). In diesen Fällen konnte nicht ohne weiteres darauf 
zurückgeschlossen werden, welches GAL4-AD-Fusionsprotein die Wechselwirkung 
mit der GAL4-BD-Vimentin-Rod-Domäne im Hefeorganismus verursacht hatte und 
deshalb wurden sie beiseite gelegt. Eine Zusammenfassung der oben erwähnten 
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Daten ist schematisch in Abb. 17 (Ergebnisteil 5.2.4) gezeigt. Die Ergebnisse der 
NCBI-Datenbanksuche ist im Ergebnisteil (5.2.3) tabellarisch aufgelistet. 
Für die große Anzahl von >3000 Klone die aus dem „Y2H-Screen“ gewonnen wurde, 
spricht eine gute, komplexe und sehr effiziente cDNA-Bibliothek, von der zahlreiche 
Proteine und Proteinfragmente mit intakten linearen Wechselwirkungsdomänen 
erzeugt wurden. Sicherlich sprechen so viele Klone auch dafür, dass gleiche cDNA-
Klone mehrfach eine Interaktion zu der GAL4-BD-Vimentin-Rod-Domäne ausgebildet 
haben. Darüber hinaus mag diese große Zahl an erhaltenen Interaktionen die 
Komplexität der Vimentin-Interaktionen in vivo repräsentieren. Andererseits konnten 
bereits bekannte Interaktionspartner wie z.B. Plectin, Desmoplakin und MICAL-1 
nicht aus der HeLa-cDNA-Bibliothek isoliert werden. Dies könnte daran gelegen 
haben, dass die cDNA dieser Proteine in der verwendeten cDNA-Bibliothek nicht 
ausreichend vertreten waren. Möglicherweise war für die korrekte Ausbildung der 
Wechselwirkung eine Proteinmodifikation wie Phosphorylierung oder Glycosylierung 
notwendig, die in der Hefe nicht durchgeführt wurde. Es könnte aber auch daran 
gelegen haben, dass Proteinfragmente, wie sie häufig in cDNA-Bibliotheken 
vorkommen, eine andere Tertiär- oder Quartiärstruktur aufweisen als komplette 
Proteine. Auf diese Weise kann eine Domäne, die im Normalfall mit dem 
Fängerprotein interagieren würde, verändert vorliegen. Wird ein Proteinfragment in 
der Hefezelle hergestellt, bei dem diese Domäne nur zu einem Teil besteht, kann es 
zu keiner Interaktion kommen. 
Von den 58 Klonen, die sich im gleichen Leseraster wie die GAL4-AD befanden, 
wurden 12 ausgesucht, die interessante Interaktionspartner darstellten (Klone 1, 23, 
153, 225, 294, 297, 298, 318, 360, 413, 433 und K754). Mit diesen wurden weitere 
biochemische Experimente durchgeführt. Bei vier Klonen (K1, 225, 413 und K754) 
konnte im „GST-pull-down“-Versuch keine biochemische Wechselwirkung mit der 
Vimentin-Rod-Domäne nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis bedeutete jedoch 
nicht, dass es sich nicht doch um eine „echte“ Interaktion handelte. Da sich der 
Erwerb der cDNA-Klone K1, 225 und 413 schwieriger gestaltete, wurde nur K754 
zusammen mit den restlichen Klonen weiteren zellbiologischen Analysen unterzogen 
und deren vollständige cDNAs als GFP-Fusionsklone hergestellt. Diese wurden in 
verschiedene Zell-Linien transfiziert und deren Lokalisation in der Interphase und der 
Mitose betrachtet. Bei einigen Klonen konnte eine partielle Ko-Lokalisation mit 
Vimentinfilamenten während der Interphase beobachtet werden (K153, K298, 
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ERAP140, K318 und K360). Durch die Verwendung einer Vimentin-freien Zell-Linie, 
die stabil X. leavis Vimentin versehen mit einer Kernlokalisationssequenz exprimierte, 
konnte auch eine Interaktion von kernständigen Interaktionspartnern überprüft 
werden. In diesem Fall wiesen K23, K153, K298 und K433 eine Ko-Lokalisation mit 
den X. leavis Vimentin-Aggregaten im Zellkern auf. Auch während der Mitose zeigten 
einige Interaktionspartner Wechselwirkungen mit dem noch intakt gebliebenem 
Vimentin-Netzwerk (K153, K298, K318 und K433). Die Interaktionen von K318-GFP 
mit endogenen Vimentinfilamenten in der Interphase und der Mitose bei 
verschiedenen Zelltypen war besonders auffällig (Abb. 63). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 63: Immunlokalisation von humanen Vimentinfilamenten (rot) und GFP-markiertem Hsp40- 
  Protein (grün) in der Interphase von SW13-Zellen. PFA-Fixierung. Die Vimentinfilamente  
  wurden mit dem 3B4- Antikörper detektiert. Konfokale Einzelaufnahme. Eichbalken 10 µm.  
  (s. Tielblatt) 
 
Bei diesem Klon handelt es sich um ein Hitzeschock-Protein aus der Hsp40-
Proteinfamilie mit der Genbank-Nummer BC013044. Es ist ein DnaJA2-Homolog und 
wird als HIRIP4-Protein (HIRA-interacting-protein 4, Genbank-Nr.: AJ001309), dj3, 
cpr3, DNJ3 oder auch rdj2 bezeichnet.  
 
6.5 Die Hsp40-Proteinfamilie und die Interaktion mit 
Vimentinfilamenten 
 
Nach sorgfältiger Analyse der isolierten Interaktionspartner wurde die 
Wechselwirkung und die biologische Funktion eines Interaktionspartners näher 
untersucht. Die Wahl fiel hierbei auf ein Chaperon aus der Hsp40-Familie. 
Bei den Säuger-Hsp40-Proteinen handelt es sich um Homologe des bakteriellen 
DnaJ-Protein. Das erste Hsp40-Protein wurde von Ohtsuka und Kollegen 1990 
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beschrieben (Ohtsuka et al. 1990). Die komplette cDNA wurde aus einer humanen 
Plazenta cDNA-Bibliothek isoliert (Ohtsuka et al.1993).  
Mitglieder der Hsp40/DnaJ-Familie weisen drei bestimmte Domänen auf: 
(1) Eine hochkonservierte J-Domäne am N-Terminus, bestehend aus 70 
Aminosäuren. Diese ermöglicht die Interaktion zu Hsp70 und reguliert 
dessen ATPase-Aktivität. 
(2) Eine Glycin- und Phenylalanin (G/F)-reiche Region. 
(3) Eine Cystein-reicher Bereich (C-Domäne) welche vier [CXX CX GXG]-Motive 
aufweist und eine Zinc-Finger-Domäne ausbildet (Ohtsuka und Hata, 2000). 
Cheetham und Caplan schlugen 1998 eine Klassifikation aller bis dahin bekannten 
Hsp40/DnaJ-Homologie-Proteine vor: Proteine, die dem Typ I angehören, besitzen 
alle drei Domänen (J, G/F und C), die vom Typ II nur die J- und G/F-Domäne und die 
vom Typ III haben nur die J-Domäne (Cheetham und Caplan, 1998). Bis zum Jahr 
2000 waren 24 Säuger-Homologe charakterisiert (Ohtsuka und Hata, 2000). 
Es handelt sich bei den Hsp40-Proteinen um basische Proteine mit einem 
isoelektrischen Punkt von 9,2. Unter Normalbedingungen lokalisieren sie 
hauptsächlich im Cytoplasma. Nach einem Hitzeschock wird eine verstärkte 
Expression und Lokalisation im Zellkern und in den Nukleoli beobachtet (Hattori et 
al., 1992 und Ohtsuka, 1993).  
Das HIRIP4-Protein ist ein Typ I Hsp40-Homolog. Seit der Einführung der neuen 
Nomenklatur von Cheetham und Caplan wird es auch als DjA2-Protein bezeichnet 
(Ohtsuka und Hata, 2000). Das Protein weist alle für Typ I-Homologe 
charakteristischen J-, G/F- und C-Domänen auf. Darüber hinaus besitzt es ein 
„CAAX“-Motiv am C-Terminus, an dem es farnesyliert und in Membranen eingebaut 
werden kann (Terada und Mori, 2000). Die wichtigste Funktion von DjA2 scheint 
darin zu bestehen als Ko-Chaperon von Hsp70 zu fungieren. Sowohl prokaryontische 
als auch eukaryontische Varianten von Hsp40 interagieren in Anwesenheit von ATP 
mit Hsp70 im Komplex, um Protein-Aggregationen in der Zelle zu verhindern oder zu 
minimieren. Es wurde auch beschrieben, dass Hsp40-Proteine direkt an denaturierte 
Proteine binden. In diesem Zusammenhang wurde beschrieben, dass Hsp70 
zusammen mit seinem Ko-Chaperon Hsp40 die Bildung von Polyglutamin-Proteinen 
in Amyloid-ähnliche Fibrillen und Ablagerungen, wie sie bei einigen 
neurodegenerativen Erkrankungen wie der Huntington-Krankheit vorkommen, 
verhindern können (Muchowski et al., 2000). Darüber hinaus scheinen Hsp40-
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Proteine eine aktive Dithiol/Disulfid-Gruppe zu besitzen, welche die Ausbildung von 
Disulfidbrücken ermöglichen könnte (De Crouy-Chanel et al. 1995).  
Des weiteren wurde beschrieben, dass DjA2-Proteine auch als „cell cycle 
progression restoration“ (CRP-) Proteine wirken können und somit einen Einfluss auf 
den Zell-Zyklus und die Zell-Proliferation haben (Edwards et al., 1997).  
Eine Interaktion von DjA2 mit Vimentinfilamenten würde durchaus einen Sinn 
ergeben. Da bei der Durchführung dieser Arbeit häufig eine partielle Ko-Lokalisation 
nach Immunfluoreszenz-Färbungen beobachtet wurde, könnte es sich hierbei um 
Bereiche im Vimentin-Netzwerk handeln, die nach Hitzestress geschädigt wurden 
oder um Vimentin-Proteine, die generell erneuert werden müssen (s. Abb. 63 sowie 
auf der Titelseite). Darüber hinaus wurde bereits beschrieben, dass ein Chaperon 
aus der Familie der kleinen Hsp-Proteine, das α-B-Crystallin, mit Desmin-IF 
interagiert (Nicholl und Quinlan, 1994). Bei Mutationen in diesem Gen oder dem 
Desmin-Gen kommt es zur Ausbildung sogenannter „Desmin-related-myopathies“ 
(DRM) (Vicart et al., 1998; Goldfarb et al., 1998). Hierbei werden die 
Desminfilamente nicht korrekt gebildet oder können nicht als intaktes Geflecht ihre 
Funktion in den Muskelzellen ausüben. Hsp27 ein weiteres Protein aus der Familie 
der kleinen HSPs interagiert mit Keratinfilamenten in MCF7-Zellen (Perng et al., 
1999).  
Schon 1989 wurde die Auswirkung einer zellulären Stress-Antwort auf die 
Syntheserate von cytoskeletalen Proteinen wie Keratinen, Vimentin und GFAP in 
Müllerzellen einer Kaninchen-Retina untersucht (Wakakura und Foulds, 1989). 
Hierbei wurde festgestellt, dass die Syntheserate von GFAP und Keratinen nach 
Induktion eines Hitzeschocks erheblich abnahm. Die Syntheserate von Vimentin 
wurde nur geringfügig verringert. Dessen zelluläre Lokalisation in diesen Zellen nach 
erfolgtem Hitzeschock war jedoch verändert. Ähnliche Untersuchungen wurden 1993 
an humanen Retina-Pigmentepithelzellen durchgeführt (Wakakura und Foulds, 
1993). Die Ergebnisse in diesem Fall zeigten eine Hochregulation der Hsp90- und 
Hsp40-Proteine nach Induktion eines Hitzeschocks sowie eine deutliche Reduktion 
der Keratin-Syntheserate. Die Expression von Vimentin schien durch den erfolgten 
Hitzeschock nicht betroffen gewesen zu sein. Einige IF-Proteine scheinen sich als 
Antwort auf eine Stress-Situation zu reorganisieren. Dies würde durchaus einen Sinn 
ergeben, denn die Zelle muss sich auf eine veränderte Situation einstellen, um 
optimal gegen diesen Stress reagieren zu können. 
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Auf der Suche nach Interaktionspartnern der Cytokeratinfilamente (CK8/18) wurde 
ebenfalls in einem „Y2H-Screen“ ein weiteres Hsp40-Homolog, Mrj, identifiziert. 
Hierbei handelte es sich um ein Typ II Hsp40-Homolog, welches spezifisch über 
seinen C-Terminus mit dem CK18-Protein interagiert und eine wichtige Rolle bei der 
Organisation der Cytokeratinfilamente spielt (Izawa et al., 2000). 
Durch „GST-pull-down“-Experimente mit der Vimentin-Rod-Domäne und 
Präzipitationsversuchen mit assemblierten Vimentinfilamenten konnten wir das 
Hsp40-Protein aus einem HeLa-Zell-Lysat isolieren und somit eine biochemische 
Interaktion zwischen beiden Proteinen nachweisen. Diese Interaktion wurde auch 
durch Ko-Immunlokalisation des GFP-markierten Hsp40-Proteins mit Vimentin in 
verschiedenen Gewebekulturzellen bestätigt. Die Ko-Lokalisation wurde weiterhin 
durch Immun-Elektronenmikroskopie abgesichert. Selbst nach differentieller 
Extraktion der Zellen mit 3 M NaCl verblieb noch ein beträchtlicher Teil der Hsp40-
Proteine an den salzstabilen Vimentinfilamenten gebunden. Nach Colcemid-
induzierter Umlagerung der Vimentinfilamente um den Zellkern der vergifteten Zellen, 
war auch in einigen Zellen eine Umverteilung der Hsp40-Proteine zu beobachten. Bei 
dem Versuch, die Synthese des DjA2-Proteins durch RNA-Interferenztechnik in 
HeLa-Zellen zu unterdrücken, konnten wir auch einen Einfluss auf die 
Vimentinfilamente beobachten. In einigen Zellen, in denen das RNAi-Konstrukt 
aufgenommen wurde, schien Vimentin im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen 
vermindert vorzuliegen. Die Filament-Netzwerke waren in einigen Zellen kaum mehr 
zu erkennen oder zeigten ein abnormales Aussehen. Der Versuch aus HeLa-Zellen, 
welche mit dem RNAi-Konstrukt transient transfiziert worden waren, eine stabile Zell-
Linie zu erzeugen, ist leider fehlgeschlagen. Es konnten zwar einige Zell-Klone 
herangezogen werden, diese wuchsen allerdings sehr langsam und überlebten ein 
Umsetzen nicht. Auch diese Tatsache könnte ein Zeichen für die Wichtigkeit eines 
funktionsfähigen Hsp70/Hsp40-Chaperonkomplexes und den damit verbundenen 
Funktionen sein. Hsp70/Hsp40-defiziente Hefezellen z.B. weisen eine abnormale 
Verteilung ihrer Zellkerne und der Mikrotubulibündel während der Mitose auf (Oka et 
al., 1998). 
Alle gewonnen Ergebnisse sprechen für eine physiologische Wechselwirkung von 
Vimentin mit den Hsp40-Proteinen. Eine organisatorische Funktion der Hsp40-
Proteine beim Filamentzusammenbau oder dem Erhalt eines intakten Netzwerks ist 
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somit wahrscheinlich gemacht worden und sollte daher bei der zukünftigen 
Erforschung der Cytoskelett-Organisation zentral mitberücksichtigt werden. 
 
Neben dem Hsp40-Protein wurden zahlreiche weitere interessante und 
vielversprechende Interaktionspartner im Laufe dieser Arbeit isoliert. Die Interaktion 
dieser Klone mit der Vimentin-Rod-Domäne, wurde im β-Gal-Test, durch 
Rücktransformation in den Hefeorganismus sowie mit Hilfe eines „GST-pull-down“-
Versuchs biochemisch bestätigt. Die kompletten Proteine dieser erhaltenen 
Hefeklone wurden GFP-markiert und in verschiedene humane Gewebekulturzellen 
transfiziert. Es befanden sich darunter Proteine, die sowohl im Cytoplasma als auch 
im Zellkern lokalisierten. Hierzu gehörten z.B. Klon K23, das ribosomales Protein 
L12, Klon 153, die RNA-Polymerase II Unterheit G, K298, das „oxidation-resistance“ 
Protein I (OXR1) sowie ERAP140, ein Ko-Aktivator für den nukleären 
Estrogenrezeptor. Andere isolierten, GFP-markierten Interaktionspartner lokalisierten 
hingegen hauptsächlich im Zellkern. Hierzu gehörten K294, einem hypothetischen 
Protein ohne Namen, mit der Bezeichnung cDNA FLJ13614, K297, dem Translin-
assoziierten Faktor X (TRAX), K360, einem DNA-Topoisomerase II bindenden 
Protein (TopBP1), K433, ebenfalls einem nukleären Rezeptor und Transkriptions-
regulator sowie K754, dem Ubiquitin-konjugierenden Enzym E2S.  
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass diese zahlreichen Interaktionspartner, aus 
den verschiedensten Bereichen einer Zelle, die Komplexität der Vimentin-
Interaktionen in vivo wiederspiegeln. Die Frage nach der physiologischen Bedeutung 
dieser Interaktionen kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht beantwortet werden. Sie 
eröffnet aber ein neues Feld der Vimentin-Forschung.  
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